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ADN: Ácido desoxirribonucleico. 
ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario. 
ANOVA: Análisis de la varianza. 
ARN: Ácido ribonucleico. 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero. 
AUC (Area under curve): Área bajo la curva. 
CD177: Molécula CD177.  
Ct (Threshold cycle): Ciclo umbral.  
DAMPs (Damage-associated molecular patterns): Patrones 
moleculares asociados a daño o peligro.  
EG: Edad gestacional. 
FC: Frecuencia cardiaca.  
FiO2: Fracción inspiratoria de oxígeno. 
GSTM1 (Glutation S transferase mu 1): Glutatión S-transferasa mu 1. 
HMGB-1 (High mobility group box-1 protein): Grupo de proteínas de 
alta movilidad de la caja 1. 
HP (Haptoglobin): Haptoglobina.  
Hsps: Proteínas del shock caliente. 
IL: Interleuquina.  
lpm: Latidos por minuto. 




LPS: Lipopolisacáridos.  
MAPK (Mitogen activated protein kinases): Proteínas quinasas 
activadas por mitógenos. 
MMP8 (Matrix metallopeptidase 8): Metaloproteinasa 8. 
NF-κB: Factor de transcripción nuclear kappa B.  
NMC (Number of missclassifications): Número de clasificaciones 
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OLFM4 (Olfactomedin 4): Olfactomedina 4.  
PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns): Patrones 
moleculares asociados a patógenos. 
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PCA: Principal Component Analysis): análisis de componentes 
principales.  
PCR: Proteína C-Reactiva.  
PCT: Procalcitonina.  
PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis): Regresión de 
mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante. 
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RIN (RNA Integrity Number): Número de integridad del ARN. 
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ROC (Receiver Oparating Characteristic): Curva característica 




RT-PCR (Real-time reverse-transcription polymerase chain 
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SRIS: Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica.  
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TLR (Toll-like receptor): Receptor Toll-like.  
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa.  
VIP (Variable importance in projection) scores: Importancia de la 
variable proyectada. 
VPP: Valor predictivo positivo. 




























































Background: Bacterial sepsis is associated with high morbidity and 
mortality in preterm infants.  However, diagnosis of sepsis and 
identification of the causative agent remains challenging. Genome-
wide expression profiles have been successfully harnessed for the 
diagnosis of sepsis and patient stratification based on the severity of 
septic shock in the pediatric and adult population. To our knowledge, 
no transcriptomic studies for the diagnosis of bacterial sepsis in 
preterm infants have been previously conducted. 
 
Objective: Our aim was to determine genome wide expression 
profiles of very low birth weight (VLBW) infants (less than 1500 
grams) with and without bacterial sepsis and assess differences.  
 
Methods: Prospective observational double cohort study conducted in 
VLBW infants with culture-positive bacterial sepsis and non-septic 
matched controls.  Venous blood (0.5 mL) was obtained from eligible 
patients before starting antibiotics, and from matched controls, mixed 
with RNA stabilizing solution. Patients were diagnosed with sepsis 
when a microorganism was isolated from blood culture. Total RNA 




prior to hybridization into Human 1.0 ST GeneChip Array 
(Affymetrix
®
). Genome-wide expression profiles were obtained using 
Partek Genomic 6.6 software (Partek Inc
®
) and descriptive statistical 
analysis was completed using SPPS 17.0 (SPSS Inc
®
). A Partial Least 
Squares Discriminant Analysis was performed to obtain a predictive 
model was performed and the most significant genes were validated 
by real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) using TaqMan
®
 probes (Applied Biosystems). Furthermore, the 
signature was subsequently validated in an independent validation set 
of patients.  
 
Results: 17 septic VLBW infants and 19 matched controls were 
enrolled. Microorganisms isolated were: Coagulase negative 
Staphylococcus (10), E. coli (3), E. faecalis (2), S. aureus (1) y M. 
morgagnii (1). A three-dimensional unsupervised principal component 
analysis based on the entire genome identified three clusters of 
patients based on gene expression patterns: Gram positive sepsis, 
Gram negative sepsis and non-infected controls. Furthermore, these 
groups were confirmed using analysis of variance (ANOVA), which 
identified a transcriptional signature of 554 of differentially expressed 




Predictive model using PLS-DA yielded 9 genes with high 
discriminative power: CD177, MMP8, OLFM4, HP, GSTM1, LCN2, 
ANKRD22, CEACAM1 y GPR84. The most significantly 
overexpressed pathways in septic neonates related with innate immune 
and inflammatory responses and the top master regulators based on p-
value and numbers of genes were: tumor necrosis factor (TNF), 
cytokine and nuclear factor kappa B light chain enhancer of activated 
B cells (NF-kB). Differences between sepsis caused by Gram positive 
and Gram negative bacteria were assessed. Unsupervised analysis 
showed 2 independent groups according to gene expression and 719 
significant genes derived from ANOVA. Predictive model (PLS-DA) 
revealed 23 discriminant genes. Results were validated using a 
multiple permutation test with double cross validation. 
 
Conclusions: Our results suggest that Genome-wide expression 
profiles early discriminate septic from non-septic VLBW infants. The 
most significant genes have been identified and validated. Differences 
in Genome-wide expression profiles between Gram positive and Gram 





Introducción: La disponibilidad de marcadores de sepsis precoces y 
fiables que permitan anticiparse al resultado del hemocultivo continúa 
siendo un reto. Los perfiles de expresión genómica determinan los 
cambios de expresión de todo el genoma a partir de una pequeña 
cantidad de sangre usando una biochip. Aunque en pacientes adultos y 
pediátricos se han obtenido resultados prometedores con genes 
candidatos para marcadores de sepsis, no hay estudios equivalentes en 
la sepsis neonatal.  
 
Objetivo: Determinar si existen perfiles de expresión genómica 
específicos que diferencien recién nacidos de muy bajo peso 
(RNMBP) infectados de controles no infectados. 
 
Población y Metodología: Estudio de doble cohorte, observacional y 
prospectivo en RNMBP. A RNBP con sospecha clínica de sepsis se 
les extrajo hemocultivo y 0,5 ml de sangre que se conservó en 
solución estabilizadora de ácido ribonucleico (ARN) previo inicio de 
antibiótico. Consideramos sepsis aquéllos en los que se aisló un 
microoganismo en hemocultivo. Se seleccionaron controles apareados 
por características clínicas y demográficas, a los que también se 




hibridaron sólo las muestras con una integridad y pureza de ARN 
adecuadas usando la plataforma de microarrays Human Gene 1.0 ST 
(Affymetrix
®
). Los perfiles de expresión se obtuvieron con el software 
Partek Genomic 6.6 (Partek Inc
®
) y el análisis estadístico descriptivo 
con SPPS 17.0 (SPSS Inc
®
). Se realizó un modelo predictivo con 
regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante 
(PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis, MatLab
®
) y 
los genes más significativos se validaron con reacción en cadena de la 
polimerasa a tiempo real combinada con una reacción de retro-
transcripción (RT-PCR) usando sondas TaqMan
®
 (Applied 
Biosystems). Se utilizó además una cohorte de validación externa con 
nuevos casos y controles. 
 
Resultados: Se analizaron 17 casos y 19 controles con características 
clínicas y demográficas similares. Se aislaron: S. coagulasa negativo 
(10), E. coli (3), E. faecalis (2), S. aureus (1) y M. morgagnii (1). Se 
observaron diferencias de expresión entre los dos grupos con 554 
genes significativos  con Fold Discovery Rate ≤0.05 en el ANOVA.  
El análisis no supervisado (Principal component analysis) objetivó 
diferencias de expresión entre: controles, sepsis por bacterias Gram 




con PLS-DA mostró 9 genes con una muy buena capacidad de 
clasificación: CD177, MMP8, OLFM4, HP, GSTM1, LCN2, 
ANKRD22, CEACAM1 y GPR84. Los procesos biológicos más 
significativamente implicados fueron la respuesta inmune innata y la 
respuesta inflamatoria y los reguladores cuyas redes explicaron más 
genes: el factor de necrosis tumoral (TNF), las citoquinas y el factor 
de transcripción nuclear kappa B (NF-kB).  
Se analizaron las diferencias entre las sepsis por bacterias Gram 
positivas y por bacterias Gram negativas en la cohorte de sepsis. El 
análisis no supervisado mostró 2 grupos diferentes en función de la 
expresión a partir de 719 genes significativos y el modelo predictivo 
23 genes con una gran capacidad de clasificación. Se validaron los 
resultados con un test de permutaciones múltiples y doble validación 
cruzada. 
 
Conclusiones: Los perfiles de expresión genómica permiten 
discriminar a los RNBP con sepsis de los controles no infectados. Se 
han identificado y validado los genes más significativos que podrían 
ser futuros marcadores. Se han observado diferencias de expresión 

















I.1. DEFINICIONES. IMPORTANCIA 
Se conoce por período neonatal por consenso internacional aquel que 
comprende desde el momento del nacimiento hasta el día 28 después 
del mismo. Se define una gestación a término aquella que tiene una 
duración entre 37 y 42 semanas postconcepción. En el mundo 
desarrollado la mortalidad de los recién nacidos a término es inferior a 
3-4 casos por cada mil nacidos vivos. Además, la morbilidad de los 
mismos es asimismo escasa. Sin embargo, en el caso de los nacidos 
pretérmino, es decir, aquellos cuya gestación tiene una duración 
inferior a 37 semanas las tasas de mortalidad y morbilidad son mucho 
más elevadas y serán tanto mayores cuanto menor sea la edad de 
gestación.  La viabilidad en el momento actual se sitúa en torno a las 
23 semanas de gestación. Por otra parte, la tasa de prematuridad 
también está relacionada con el nivel de desarrollo económico y social 
de los países; siendo las cifras más bajas en torno al  7-8% en Europa, 





Nuestras aproximaciones diagnósticas y terapéuticas parecen haber 
alcanzado un techo y estas cifras no han experimentado variaciones 




recientes publicaciones hacen hincapié en la necesidad urgente de 
aplicar los nuevos avances científicos en la mejoría de la mortalidad 
pero, especialmente, de la morbilidad neonatal
2
. Una de las principales 
causas no sólo de mortalidad sino también de morbilidad neonatal son 




Se define infección como el síndrome o condición clínica causada por 
la presencia de un microorganismo. Ante una agresión como es la 
infección, el huésped puede responder generando un síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS). Exige la presencia de 
temperatura rectal > 38.5ºC o < 36ºC o leucocitosis/neutropenia/ 
>10% formas jóvenes, unido a otro criterio como: taquicardia o 
bradicardia en ausencia dolor o drogas, taquipnea o necesidad de 
ventilación mecánica. Hablamos de sepsis cuando el SRIS es 
secundario a una infección sospechada o comprobada
4
. Hay distintos 
tipos de sepsis en el recién nacido en función del origen de los 
gérmenes: 
 
Sepsis vertical: sepsis causada por gérmenes localizados en el canal 
genital materno y que contaminan al feto por vía ascendente o por 




Sepsis horizontal nosocomial: sepsis adquirida en el contexto de un 
ingreso hospitalario, causada por gérmenes que colonizan al recién 
nacido (RN) a través del personal sanitario (habitualmente las manos) 
o de materiales diagnósticos y/o terapéuticos contaminados.  
 
La sepsis neonatal constituye un problema importante no sólo por su 
incidencia, que oscila entre 1.5-1.9% en el caso de la sepsis vertical y 
el 20% en la horizontal, sino también por sus altas tasas de mortalidad 
que se sitúan en torno al 18%
5-6
, sobre todo en los recién nacidos de 
muy bajo peso (RNMBP). Es más, con la disminución del límite de la 
viabilidad a las 23 semanas, se observa una tendencia creciente en las 
cifras de sepsis en recién nacidos pretérmino que precisan cuidados 
intensivos durante largos periodos de tiempo, están sometidos a una 
estrecha monitorización y a multitud de procedimientos invasivos 
(figura 1) que incrementan el riesgo de infección
7
. Según el origen de 
la sepsis: vertical o nosocomial se han descrito distintas tasas de 
incidencia y mortalidad
5, 8






Figura 1. Recién nacido prematuro de muy bajo peso. Se trata de 
un recién nacido de 24 semanas de edad gestacional, 9 días de vida y 
610 gramos de peso. Se encuentra intubado y conectado a ventilación 
mecánica. Está monitorizado con electrocardiograma y pulsioxímetro 
y es portador de una sonda nasogástrica y de una vía central. La cinta 
métrica marca la longitud en centímetros. (Fotografía cedida por la 
familia). 
 









recién nacidos vivos 
3.5/ 100  
ingresos 
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menores 1500 g 
17.5/1000 
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11.8/ 100 infectados 
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menores 1500 g 
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I. 1.1. ETIOLOGÍA 
En cuanto a la etiología, en las sepsis verticales los gérmenes más 
comúnmente aislados son las bacterias Gram negativas, encabezadas 
por Escherichia coli, alcanzando cifras cercanas al 60% (figura 2). Las 
bacterias Gram positivas, en especial el Streptococcus del grupo B han 
sufrido una importante reducción desde la implantación de la 
profilaxis intraparto desde cifras de 1.7/1000 recién nacidos vivos 




Sin embargo, en las sepsis nosocomiales los gérmenes Gram positivos 
superan el 60% de los casos, en especial Staphylococcus coagulasa 
negativo y Staphylococcus aureus, seguidos por un 25-30% de Gram 
negativos y en último lugar un 10-15% de infecciones por Candida. 
En las figuras 2 y 3 se representan la distribución por etiologías de las 
sepsis verticales y nosocomiales respectivamente en los últimos 5 
años en el servicio de Neonatología de Hospital Universitario y 
Politécnico La Fe, Valencia (HUiP La Fe), que son muy similares a 








Figura 2. Gérmenes en las sepsis verticales. Distribución de 
gérmenes en las sepsis verticales diagnosticadas en el Servicio de 
Neonatología del Hospital Universitario y Politécnico La Fe desde el 





Figura 3. Gérmenes en las sepsis nosocomiales. Distribución de 
gérmenes en las sepsis nosocomiales diagnosticadas en el Servicio de 
Neonatología del Hospital Universitario y Politécnico La Fe desde el 





I. 1.2. FACTORES DE RIESGO 
Se han descrito distintos factores de riesgo que pueden favorecer el 
desarrollo de sepsis. Entre las verticales destacan el antecedente de 
corioamnionitis materna, la colonización materna por Streptococcus 
del grupo B, la rotura prematura de membranas más allá de las 18 
horas, el parto pretérmino o la gestación múltiple. Mientras que los 
factores de riesgo descritos en las sepsis nosocomiales son la 
prematuridad, el bajo peso al nacimiento, el uso prolongado de 
catéteres intravenosos y/o de antibióticos de amplio espectro, los 




I. 1.3. MANIFESTACIONES CLÍNICAS 
Las manifestaciones clínicas de sepsis en los neonatos, y sobre todo en 
los menores de 1500 gramos de peso al nacimiento, son muy sutiles e 
inespecíficas y, a menudo, indistinguibles de las propias de la 
transición a la vida extrauterina. Estos signos incluyen fiebre o 
hipotermia, dificultad respiratoria, cianosis, apneas, intolerancia 
digestiva, distensión abdominal, vómitos, hepatomegalia, ictericia no 
filiada, mala perfusión periférica letargia, irritabilidad o 
convulsiones
12
. El impacto de la sepsis va más allá del compromiso 




evolución en el neurodesarrollo, riesgo de mortalidad), los posibles 
efectos secundarios del tratamiento antibiótico en cuanto a nefro y 
ototoxicidad, el estrés que supone para la familia el empeoramiento 
clínico pudiendo afectar a la producción de leche materna tan 
necesaria para la buena evolución de estos niños, el dolor que se les 
inflige por las venopunciones y contantes analíticas para monitorizar 
los niveles de antibiótico o la evolución de la infección y el coste 
económico por el aumento de la estancia hospitalaria, del gasto 




I. 1.4. DIAGNÓSTICO 
La prueba diagnóstica de elección (gold standard) se ha basado 
clásicamente en la confirmación microbiológica mediante el 
aislamiento de un germen en el hemocultivo
4
. Sin embargo, los 
resultados del hemocultivo tardan un mínimo de 48-72 horas y son 
poco sensibles para detectar neonatos infectados cuyas madres han 
recibido tratamiento antibiótico durante el parto, arrojando a menudo 
resultados que son falsos negativos
14-15
. Por otra parte, la escasa 
volemia en los RNMBP, limita en muchas ocasiones la obtención de 
la cantidad necesaria de sangre para la correcta interpretación de los 




que disminuye la sensibilidad pudiendo condicionar así mismo falsos 
negativos
16
, ya que hasta el 60-70% de los neonatos presentan un bajo 
grado de bacteriemia en el momento del diagnóstico
17
. Es por ello, que 
en la práctica habitual, los neonatos con factores de riesgo infeccioso 
y manifestaciones clínicas compatibles, aunque inespecíficas, se 
diagnostican como “sepsis clínicas” y son tratados con antibióticos 
aunque el resultado del hemocultivo sea negativo. Esto conlleva, en 
ocasiones, a un uso indiscriminado de antibióticos, no exentos de 
efectos secundarios, y que no sólo aumenta los costes de forma 
innecesaria si no que produce cambios en la microbiota intestinal
18
 y 
favorece el desarrollo y el aumento en el número de resistencias 
antibacterianas (figura 4).  
 




I. 1.5. PRONÓSTICO 
La evolución clínica depende de numerosos factores que incluyen la 
edad gestacional, estado general del niño en el momento del 
diagnóstico y presencia o no de otras condiciones perinatales que 
agravan la infección. La mortalidad en general es del 20%, con cifras 
cercanas al 40% en los casos de sepsis verticales, en las sepsis 
acompañadas de meningitis o en presencia de otras complicaciones 
concomitantes. En relación a la etiología, la mortalidad en las sepsis 
verticales parece ser independiente del germen; sin embargo en las 
nosocomiales las infecciones por Pseudomonas spp, Candida spp o 
Listeria spp, alcanzan cifras de mortalidad entre el 35 y el 100% de 
los casos
19
. Aun cuando no conduzcan a la muerte, las infecciones y la 
respuesta inflamatoria que desencadenan contribuyen al desarrollo de 
complicaciones a largo plazo en el recién nacido pretérmino
20
: 
desarrollo de displasia broncopulmonar, daño del sistema nervioso 
central sobre todo a expensas de lesión en la sustancia blanca
21
, y por 
consiguiente una peor evolución en el neurodesarrollo motor y 
cognitivo
22-23
. En los menores de 1000 gramos de peso al nacimiento, 
las infecciones se relacionan no sólo con problemas en el 
neurodesarrollo, sino también con el crecimiento
6
. La sepsis 




largo plazo del prematuro; siendo un factor de mal pronóstico 
neurológico a los 2 años en los menores de 28 semanas, de manera 
independiente de otros factores de riesgo neurológico
24
. Aunque las 
infecciones por bacterias Gram negativas se ha asociado con mayor 
gravedad clínica y tasas de mortalidad más elevadas
19
, las infecciones 
por bacterias Gram positivas cuadruplican el riesgo de parálisis 
cerebral y duplican el riesgo de discapacidad
24
. Es más, incluso las 
infecciones por el germen nosocomial más frecuente, el 
Staphylococcus coagulasa negativo, que presentan escasa virulencia y 
bajas tasas de mortalidad en comparación con otras infecciones 
bacterianas, parecen asociarse a una mayor probabilidad de retraso 




El pronóstico de la sepsis neonatal depende tanto de la administración 
precoz como de la efectividad del tratamiento antibiótico escogido, 
pudiendo presentar un curso complicado con metástasis sépticas, 
coagulación intravascular diseminada, insuficiencia cardiaca 
congestiva y shock, en los casos de diagnóstico tardío, por lo que es 
esencial un diagnóstico fiable y precoz
12
. En este sentido, la búsqueda 
de marcadores diagnósticos fiables y precoces continúa siendo un reto 




I.2. MARCADORES DE SEPSIS 
I.2.1. FISIOPATOLOGÍA DE LA SEPSIS BACTERIANA 
Reconocimiento de antígenos 
La respuesta inmune comienza con el reconocimiento del patógeno, 
que en el caso de la sepsis se trata de un microorganismo, por parte de 
las células inmunes centinela (monocitos, macrófagos) a través de la 
activación de receptores de patrones de reconocimiento (PRRs) entre 
los que destacan los receptores Toll-like (TLRs). Estos receptores se 
encuentran en múltiples tipos celulares y reconocen los productos 
microbianos conocidos como patrones moleculares asociados a 
patógenos (Pathogen-associated molecular patterns: PAMPs), 
desencadenando la cascada inflamatoria y activando la respuesta 
inmune. El paradigma de estos PAMPs son las endotoxinas de 
lipopolisacáridos (LPS) que se encuentran en la superficie de los 
gérmenes Gram negativos, y el ácido lipoteicoico de la pared de los 
Gram positivos. Los LPS activan los TLR4 en conjunción con las 
proteínas de superficie CD14 y de diferenciación mieloide MD2, 
mientras que la señal del ácido lipoteicoico activa los TLR2. Sin 




simultáneamente con el fin de desencadenar una respuesta inmune del 




Además de los TLRs, existen otros PRR intracelulares, entre los que 
se incluyen aquellos con un dominio de oligomerización unido a 
nucleótido (NOD): los receptores NOD-like (NLRs), que detectan los 
peptidoglicanos de las bacterias Gram positivas, y los receptores Rig-
1-like (RLRs). Una vez acoplados a los patógenos, los PRRs inician la 
respuesta inmune a través de una serie de segundos mensajeros, 
estimulando la producción de citoquinas a través de las mitogen 
activated protein kinases (MAPK) y el factor de transcripción nuclear  
kappa B (NF-κB), con los que se amplifica la respuesta inmune27 
(figura 5).  
  
Los TLRs pueden ser activados por patrones moleculares asociados a 
daño o peligro (Damage-associated molecular patterns: DAMPs) 
además de por PAMPs, a través de la liberación de proteínas o 
mediadores intracelulares dañados o muertos. Estos DAMPs, al igual 
que las proteínas del tipo High mobility group box-1 (HMGB-1), 
están implicados en la progresión de sepsis a shock séptico. HMGB-1 




factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) a través de TLR2 y TLR4. Sus 
funciones incluyen la producción de citoquinas, la activación de la 
coagulación y el reclutamiento de neutrófilos
28
. Existen otros DAMPs 
como proteínas del shock caliente (Hsps) o el ácido úrico, que activan 
la señal proinflamatoria y contribuyen al desarrollo del shock séptico 
como coadyuvantes inmunes. Estas moléculas, no han sido estudiadas 




Figura 5. Activación de las células inmunes centinela. PAMPs: 
Patrones moleculares asociados a patógenos, PRRs: Receptores de 
patrones de reconocimiento, NLRs: Receptores NOD-like, RLRs: 




Producción de citoquinas y activación de la cascada inflamatoria 
 
Tras la estimulación de los PRR, se inicia la producción de Óxido 
Nítrico (NO), leucotrienos, prostaglandinas, factor activador de 
plaquetas, complemento, citoquinas y quemoquinas proinflamatorias 
como interleuquinas (citoquinas producidas en células 
hematopoyéticas): IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, interferón gamma 
(INF-γ) y TNF-α, amplificando la respuesta inmune innata contra los 
microorganismos invasores
30
 y generando una respuesta inflamatoria 
caracterizada por un aumento de la permeabilidad vascular y el 
reclutamiento de células inflamatorias. 
 
Las citoquinas son proteínas cuya acción fundamental es la regulación 
de la inflamación, actuando como mediadores de la comunicación 
intercelular, induciendo la activación de receptores específicos de 
membrana e interviniendo en funciones de proliferación y 
diferenciación celular, quimiotaxis, crecimiento y modulación de la 
secreción de inmunoglobulinas. Son producidas fundamentalmente 
por los linfocitos y los macrófagos activados, aunque también pueden 
ser producidas por otras células como: leucocitos polimorfonucleares, 
adipocitos, células endoteliales, epiteliales, y del tejido conjuntivo. Sin 




menor cantidad de IL-1ß, TNF-α, INF-γ e IL-12, debido a una menor 
producción de mediadores de la señal de los TLRs como el factor de 
diferenciación mieloide 88 (MyD88), el factor regulador de interferon 




La producción de citoquinas proinflamatorias conduce a la activación 
de células endoteliales y la sobreexpresión de moléculas de adhesión 
celular (CAM): ICAM, VCAM, L-selectina, P-selectina y E-selectina 
y CD11b/CD18, que facilitan el reclutamiento de leucocitos y la 
diapedesis (migración extravascular hacia el foco de infección). La 
quimioataxis de leucocitos se ve favorecida, además de por la 
sobreexpresión de las CAM, por la acción de gradientes de 
quemoquinas producidas por células endoteliales y macrófagos 
locales. Entre las sustancias quimio-atractivas en encuentran: la 
proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1), la proteína 
inflamatoria de macrófagos MIP-1, la proteína inducida por INF-γ (IP-
10), IL-8, quemoquina regulada tras la activación normal de las 
células T expresadas y secretadas (RANTES), proteínas del 
complemento como C3a y C5a y proteínas de defensa del huésped 





En la respuesta inflamatoria del recién nacido se ha evidenciado una 
pobre quimiotaxis celular, que no perece relacionada con una baja 
concentración sérica de citoquinas
32
, sino con una insuficiente 
regulación al alza del receptor del complemento y una inhibición por 




Los leucocitos polimorfonucleares de los recién nacidos en relación 
con los del adulto, presentan déficits cuantitativos y cualitativos. 
Durante la infección, se produce una rápida depleción de las reservas 
medulares de leucocitos polimorfonucleares sobre todo en los casos de 
sepsis por gérmenes Gram negativos
34
. Por otra parte tienen una 
apoptosis retardada y una capacidad aumentada para activar funciones 
citotóxicas
35
. La deformabilidad está reducida lo que predispone a una 
agregación irreversible en el espacio intravascular, que se traduce en 
una menor diapedesis y en el aumento de la depleción de las reservas 
medulares, liberándose formas inmaduras de neutrófilos (bandas), que 
todavía presentan mayor disfunción que las formas maduras
36
. Todo 








La respuesta inflamatoria es beneficiosa cuando las citoquinas se 
producen en cantidad adecuada; pero puede ser nociva, e incluso letal, 
si se producen en exceso
37
. Es por ello, que además de citoquinas 
proinflamatorias, existen citoquinas antiinflamatorias: IL-4, IL-10, IL-
11, IL-13, factor de crecimiento transformante beta (TGF-ß), que se 
encargan de contrarrestar esta respuesta mediante la supresión de la 
activación de macrófagos y de la producción de TNF-γ, IL-1, IL-6, IL-
8 e IFN-γ30. Estos mediadores, en especial la IL-10 liberada por 
células Th2, B y macrófagos en respuesta a la presencia de TNFα,  
bloquean la activación de las células fagocíticas y la fiebre, modifican 
la expresión del factor de coagulación y disminuyen la expresión de 
especies reactivas intermedias de oxígeno y nitrógeno y otros 
mediadores vasoactivos
38
. Sin embargo, una sobreproducción de estos 
mediadores, puede conducir a la supresión de la función inmune. Es 
por ello, que en las sepsis de recién nacidos pretérmino de muy bajo 
peso, se ha observado una activación de tanto citoquinas 
proinflamatorias, como antiinflamatorias, en relación con controles no 
infectados, produciéndose una disminución de estos valores a las 48 
horas de instaurar un adecuado tratamiento antibiótico
30
. Además de 




antagonistas como sIL-6R, sIL-2, IL-1ra o TNFR2, que también 
modulan la acción pro-inflamatoria y cuya elevación se ha 




Papel del complemento 
El complemento es un componente fundamental de la inmunidad 
innata precoz que facilita la opsonización (proceso por el que se marca 
a un patógeno para su ingestión y destrucción por un fagocito) y la 
actividad microbicida. Posee actividad quimiotáctica y anafiláctica 
que incrementa la agregación leucocitaria y la permeabilidad vascular 
local. Activa de manera recíproca otros procesos como la coagulación, 
la producción de citoquinas proinflamatorias y la activación de 
leucocitos. En los recién nacidos, la opsonización a través del 
complemento está limitada y es tanto más pobre cuanto menor es la 
edad gestacional. Esto, sumado a unos niveles bajos de proteínas del 
complemento y una función deprimida, hace a los neonatos 




Activación linfocitaria y de la respuesta inmune 
El patrón de citoquinas circulantes, así como las características del 




helper (Th0) hacia linfocitos helper 1 (Th1) o 2 (Th2). Los Th1 
producen INFγ, IL2 y TNFβ que promueven la inmunidad celular y la 
actividad fagocítica, especialmente en el caso de infecciones 
intracelulares. Los Th2 producen IL4, IL5, IL6, IL9, IL10, IL13 





Reactantes de fase aguda y opsoninas 
Además de la respuesta inflamatoria inicial, la presencia de 
microorganismos aumenta la producción de proteínas innatas con una 
importante función inmunológica y que reducen la carga bacteriana. 
Son reactantes de fase aguda, que se producen principalmente en el 
hígado, como las proteínas que aumentan la permeabilidad 
bactericida, colectinas, lactoferrina, haptoglobina, fosfolipasa A2, 
procalcitonina, proteína C-Reactiva (PCR) (que actúa como 
opsonina), amiloide A sérico (interviene en el reclutamiento celular). 
 
Por otra parte, la sepsis genera un aumento de otras proteínas séricas 
con función de opsonización como la fibronectina y anticuerpos 
naturales, sobre todo IgM, que producen linfocitos B circulantes. Sin 




opsonización disminuida y una deficiente producción de proteínas que 
aumentan la permeabilidad bactericida por parte de los neutrófilos, lo 




En la figura 6 se muestra de manera esquemática la fisiopatología de 
la respuesta inmune neonatal. 
 
 
Figura 6. Fisiopatología de la respuesta inmune neonatal. 
 
La respuesta inmune y la cascada inflamatoria que genera tienen un 
impacto en una serie de órganos como cerebro, riñón, pulmón, sistema 




la sintomatología propia de la sepsis. Si finalmente se consigue un 
control efectivo de la causa, se normalizarán los biomarcadores, se 
resolverá la disfunción orgánica y el sujeto se recuperará. Por el 
contrario, si la respuesta no es efectiva, persistirá la anormalidad en 
los marcadores, que conducirán al fallo multiorgánico y la muerte 
(figura 7). 
 
Figura 7. Integración de la cascada inflamatoria y su impacto en 
la función de los distintos órganos y el pronóstico. Reproducida con 





I.2.2. UTILIDAD CLÍNICA DE LOS MARCADORES DE 
SEPSIS 
 
Aunque la prueba diagnóstica de elección continua siendo el 
aislamiento de un germen, el hemocultivo presenta importantes 
limitaciones por lo tardío de sus resultados
43
 y la posibilidad de falsos 
negativos
14-15
, haciendo necesarios marcadores diagnósticos fiables y 
precoces. La mayor parte de estudios se han dirigido a investigar 
diversos mediadores de la cascada inflamatoria, ya que la sepsis no 
está confinada a ningún órgano en concreto. Asumiendo que todos los 
marcadores van a presentar un porcentaje de falsos negativos y falsos 
positivos, dada la importante mortalidad de la sepsis y la morbilidad 
asociada, el marcador ideal debería ser precoz, tener una gran 
sensibilidad (proporción de niños con infección que presentan un test 
diagnóstico positivo) y un valor predictivo negativo (proporción de 
niños no infectados sobre el total de test diagnósticos negativos) lo 
más cercanos posible al 100%. Esto no debería ser a expensas de 
perder especificidad (proporción de test negativos entre los controles) 
ni valor predictivo positivo (proporción de casos de infección entre los 
test diagnósticos positivos), que deberían sobrepasar el 85%
44
.  
Pese a que se han investigado múltiples marcadores analíticos para el 




de un marcador sobre otro y ninguno ofrece una sensibilidad y una 
especificidad adecuadas. Tradicionalmente se han utilizado el 
recuento de leucocitos totales y la ratio inmaduros/totales, pese a su 
baja especificidad y la posibilidad de verse afectado por diversas 
patologías asociadas en el recién nacido
45
. Posteriormente, diferentes 
estudios han evaluado otros marcadores que se pensó eran más 
específicos e igualmente implicados en la respuesta inmune, entre los 
que se encuentran por su accesibilidad y su utilidad clínica: la PCR, la 
IL-6 y la Procalcitonina (PCT).  
 
Proteína C Reactiva (PCR) 
Es una proteína producida en el hígado tras la activación de la cascada 
inflamatoria y en respuesta a la presencia de la IL6 en plasma, entre 
otras citoquinas. Actúa como opsonina. Su síntesis comienza a las 8 
horas de producirse la exposición a un agente infeccioso; sin embargo 
su vida media es de 12-24 horas. Ha demostrado mayor sensibilidad y 
especificidad que el recuento de neutrófilos
45
 y la normalización de 
sus valores de utilidad en la monitorización de la respuesta al 
tratamiento antibiótico
46
, sin embargo como por su lenta elevación en 




puede llegar a descender hasta el 60%
46
 por lo que se puede considerar 





La procalcitonina es un péptido precursor de la calcitonina sin 
actividad hormonal y cuyos niveles son independientes de ésta. Actúa 
como reactante de fase aguda, y aunque no se ha identificado su lugar 
de producción con exactitud, se postulan los monocitos y hepatocitos 
como las principales fuentes. Sus concentraciones séricas se elevan 
más precozmente que las de la PCR
48-50
, comenzando a las 4 horas de 
la exposición al agente infeccioso y permaneciendo elevadas al menos 
24 horas con una vida media de 25-30 horas
51
. Parece tener valores de 
sensibilidad y especificidad superiores a los de la PCR, y ha 
demostrado ser útil a la hora de diagnosticar precozmente la 
infección
52
, determinar su severidad y pronóstico
50
, así como para 
monitorizar la respuesta al tratamiento antibiótico
53
. No obstante, la 
elevación fisiológica de los niveles PCT en las primeras 48 horas de 
vida descrita en algunos estudios
54-55
 podría limitar su valor 
diagnóstico en los casos de sepsis vertical. Esta elevación parece 
deberse no tanto a un paso transplacentario como a una producción 




recién nacido que en sangre materna y las diferencias aumentan a las 




Interleuquina 6 (IL-6) 
En los últimos años se ha estudiado el papel de la determinación de 
citoquinas, especialmente la interleuquina-6 (IL-6), como marcadores 
precoces de sepsis neonatal
57-60
. La IL6 es una citoquina 
proinflamatoria pleiotrópica, producida fundamentalmente por el 
sistema monocito/macrófago en respuesta a la producción de IL1 y 
TNF tras el reconocimiento de los PAMPs por parte de los PRRs. 
Entre sus múltiples funciones se encuentra la regulación de la 
respuesta del huésped a la infección, actuando como una señal para la 
activación de las células T, promoviendo la secreción de anticuerpos 
por parte de las células B, la diferenciación de las células T citotóxicas 
y activando la liberación de otras citoquinas. Estimula los hepatocitos 
para iniciar la producción de PCR, siendo su elevación por tanto 
mucho más precoz que la de ésta. Sus valores aumentan de manera 
inmediata en las primeras 2 horas tras el estímulo infeccioso con un 
pico máximo entre las 4 y 6 horas; sin embargo su vida media es muy 
corta siendo prácticamente indetectable tras 24 horas
46




La IL-6, por su cinética, parece ser un marcador más precoz y fiable 
que la PCR en el diagnóstico de la sepsis vertical. En un estudio de 
cohortes prospectivo realizado por nuestro grupo, determinamos IL-6 
y PCR en sangre de cordón umbilical de todos los recién nacidos con 
factores de riesgo infeccioso prenatal. De 128 neonatos reclutados, 10 
de ellos desarrollaron sepsis, siendo los valores predictivos (VP) de la 
IL-6 (VP positivo: 7.14, VP negativo: -0.11) superiores a los de la 
PCR (VP positivo: 2.86, VP negativo: -0.51)
61
 (figura 8).  
 
 
Figura 8. Área bajo la curva (AUC) de IL-6 y PCR con intervalo 
de confianza (IC) 95%
61






Sin embargo, otros estudios encuentran valores de especificidad 
menos óptimos e incluso elevaciones significativas en recién nacidos 




En esta línea, se han seguido buscando marcadores focalizados en una 
respuesta inmune más concreta y precoz, como el factor de necrosis 







, P y E-Selectina
72-73
 que parecen no variar 
en neonatos con sepsis en otro trabajo donde destaca como marcador 
más sensible y específico sICAM1
74







 o la sustancia Amiloide 
A
81
 que siguen sin demostrar, por sí mismos, superioridad a los 
tradicionalmente usados PCR, PCT e IL6.  
 
Los distintos estudios difieren no sólo en su diseño y en los criterios 
diagnósticos de sepsis, sino también en los valores que toman como 
puntos de corte, arrojando en ocasiones resultados contradictorios
48-49, 
64, 82-86
 (tablas 2 y 3). De manera aislada ninguno ha demostrado ser 
suficientemente sensible y específico, recomendándose el uso 








Tabla 2. Resumen de estudios que evalúan marcadores de sepsis 
neonatal vertical. (S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor 
predictivo positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo. PCR: Proteína 
C-Reactiva, PCT: Procalcitonina, IL-6: Interleuquina-6). La sepsis fue 
considerada con cultivo positivo y/o clínica compatible. N hace 




















PCR > 5 mg/L 
















PCR > 5.5 mg/L 













 (N = 76) 
Cultivo  
Clínica  
PCR > 8 mg/L 
PCT > 2 ng/mL 





















PCR > 4 mg/L 
PCT > 1 ng/mL 






























Tabla 3. Resumen de estudios que evalúan marcadores de sepsis 
neonatal nosocomial. (S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor 
predictivo positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo. PCR: Proteína 
C-Reactiva, PCT: Procalcitonina, IL-6: Interleuquina-6). La sepsis fue 
considerada con cultivo positivo y/o clínica compatible. N hace 



















PCR > 5.1 mg/L 















PCR > 5 mg/L 















PCR >40 mg/L 
PCT >0.5 ng/mL 


















PCR > 30 mg/L 










Importancia de la cinética 
Estas diferencias en cuanto a los estudios con mediadores de la 
cascada inflamatoria están en íntima relación con su cinética. El 
momento de la recogida de la muestra es fundamental para la correcta 
interpretación de los resultados
58, 60
 tal y como se muestra en la figura 
9. En las fases más iniciales de la infección el uso de IL6 sola o en 
combinación con PCT puede ser más útil; sin embargo, pasadas 24 






Figura 9. Concentraciones de los marcadores TNF-α, IL-6, PCT y 
PCR tras el estímulo de una endotoxina infecciosa y su evolución a 
lo largo del tiempo
60
.    
 
No obstante, a la hora de diseñar estudios cínicos, la dificultad se 
acentúa ya que la muestra se suele extraer cuando se objetiva clínica 
de sepsis y el umbral de sospecha presenta variabilidad entre los 
médicos. 
 
Hibridación del genoma bacteriano 
Los estudios de microbiología molecular están basados en la 
hibridación y amplificación del genoma bacteriano. La detección del 
patógeno se basa fundamentalmente en métodos de amplificación a 




regiones específicas del genoma microbiano, ya que los métodos de 
hibridación no se han estudiado en la población neonatal. Aunque no 
proporcionan información sobre susceptibilidad antibiótica. Parecen 
ser capaces de diagnosticar la sepsis hasta en 12 horas con 
sensibilidades iguales o superiores al hemocultivo tradicional según 
algunos autores
87-88
. Sin embargo, un reciente meta-análisis que 
incluye estos estudios entre otros, no encuentra una sensibilidad 
superior de estas técnicas como para reemplazar al hemocultivo 




I.3. PERFILES DE EXPRESIÓN GENÓMICA 
Ante la falta de especificidad de un marcador por sí mismo, la 
combinación de varios marcadores se postula como la herramienta 
más eficaz para el diagnóstico precoz de sepsis neonatal
90
. Una forma 
de valorar una respuesta global y visualizar todos los marcadores 
posibles a la vez son los estudios transcriptómicos a gran escala 
basados en el dogma central de la biología molecular. Según este 
dogma, descrito por Crick en 1970
91
, la información genética 
procedente del ácido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra 




formación de una proteína, los genes del ADN son expresados y la 
información es transferida por medio de la transcripción a ARNm. 
Así, todo el ARNm transcrito bajo unas circunstancias específicas 
forma el transcriptoma. Estas moléculas serán más tarde usadas para 
sintetizar proteínas a partir de un proceso de traducción (figura 10).  
 
 
Figura 10. Dogma central de la Biología Molecular modificado de 




Mediante mecanismos de corte y ayuste (splicing) alternativos y 
modificaciones post-traduccionales, cada gen puede producir 
diferentes proteínas. Además, se conoce de la existencia de genes que 
en vez de codificar proteínas, producen moléculas de ARN 
funcionales
92
, denominados genes no codificantes. De esta forma, se 
han identificado hasta la fecha más de 10.000 transcriptos no 
codificantes, aunque sólo una pequeña parte de estos ARN tiene 
anotación funcional hasta la fecha. Sin embargo, avances recientes han 




amplio rango de funciones celulares (regulación de la transcripción, 
regulación de modificaciones transcripcionales, activación y 
transporte de factores transcripcionales…). De este modo, 
actualmente, un análisis transcripcional no sólo se centra en el estudio 
del nivel de expresión de genes codificantes de proteínas, sino 
también en la distinción entre variantes de splicing y el estudio de la 
expresión de genes no codificantes.  
  
I.3.1. BIOCHIPS DE EXPRESIÓN (MICROARRAYS) 
Para analizar la expresión diferencial de todos los genes que 
componen el genoma, los estudios transcripcionales o de perfiles 
genómicos utilizan una herramienta llamada biochips que los 
monitorizan simultáneamente en un solo ensayo. Un biochip, o más 
conocido como microarray en inglés, es una superficie sólida sobre la 
que se encuentran insertadas y ordenadas un gran número de 
moléculas de material genético. Básicamente hay dos tipos de 
biochips de expresión: los biochips de ADN complementario (ADNc) 
y los biochips de oligonucleótidos.  
 
Los biochips de ADNc están formados por una colección de 




de bases), procedentes de secuencias de ADNc y de secuencias de 
expresión (Expression Sequence Tags), que se encuentran colocados 
individualmente sobre una matriz sólida. Con este tipo de biochips, se 
pueden comparar dos tipos de muestra en un mismo ensayo. Para ello, 
tras la preparación de ambas muestras, se lleva a cabo el marcaje con 
diferentes fluoróforos y la hibridación en un único array. Existen 
varios inconvenientes de estos chips. Por una parte, el estado del ADN 
de doble cadena en el biochip está mal definido, de forma que podría 
haber restricción de contactos con la matriz y podrían producirse 
enlaces cruzados que afectarían a la hibridación. Por otra parte, la 
fabricación del biochip depende de los conjuntos de clones, con lo 
cual incluso utilizando sets muy bien mantenidos, estos son propensos 
a la contaminación, condicionando los resultados del análisis. 
 
Los biochips de oligonucleótidos, se fabrican mediante la síntesis in 
situ de sondas formadas por cadenas de oligonucleótidos sobre una 
matriz sólida, en base a la información de secuencias anotadas en 
bases de datos. A diferencia de los biochips de ADNc, sólo se puede 
hibridar una muestra en un array, por lo que las muestras se analizan 
en ensayos individuales (figura 11). Aunque la fabricación de estos 




posible la fabricación por parte del investigador, presentan un gran 
número de ventajas respecto a los biochips de ADNc. En los biochips 
de oligonucleótidos las sondas están basadas enteramente en 
información de secuencias de bases de datos, por lo que no conlleva 
problemas a la hora de la preparación de set de clones, y por tanto 
tampoco problemas de contaminación. Además, el uso de secuencias 
cortas minimiza la hibridación cruzada, aumentado así la 
especificidad. Por otro lado, para cada transcrito se usan múltiples 
secuencias cortas (25 pares de bases) que representan partes 
significativamente únicas dentro del genoma, lo que permite distinguir 
variantes de splicing y genes estrechamente relacionados, así como 
aumentar la sensibilidad. Por tanto, aunque las secuencias de corta 
longitud podrían producir una disminución de la sensibilidad en 
comparación con los biochips de ADNc, el uso de múltiples sondas 






Figura 11. Biochips diseñados por la empresa Affymetrix. Imagen 
modificada de Sánchez & Ruíz de Villa, A Tutorial Review of 
Microarray Data Analysis, 2008. 
 
 
I. 3.2. PROCESO DE HIBRIDACIÓN 
 Los ácidos nucleicos extraídos a partir de las muestras a analizar, se 
marcan por diversos métodos y se incuban sobre el panel de sondas, 
permitiendo la hibridación (reconocimiento y unión por 
complementariedad entre bases nitrogenadas) si ese gen está 
representado, o tiene una cantidad de número de copias de ARNm 
suficiente para ser detectado. Dicha hibridación entre la sonda y la 
muestra, se basa en el modelo de pares de bases de Watson and Crick 




de las secuencias (figura 12). Cuando se produce la hibridación entre 
la sonda específica y la molécula diana en la muestra biológica se 
genera una señal fluorescente. El número de genes representado 
depende del biochip usado. A mayor número de copias, y por tanto 
mayor representación de un gen determinado, más intensa es esa señal 
de fluorescencia.  
 
Tras la hibridación, se realizan una serie de lavados del chip para 
eliminar hibridaciones no específicas de ningún gen, así como para 
eliminar todo el ARN/ADNs no unido a ninguna sonda. Durante estos 
lavados también se lleva a cabo el paso de tinción mediante el cual se 
producirá la unión de las moléculas fluorescentes a las cadenas de 
ADN/ARN unidas en el chip (figura 13).  
 
 
Figura 12. Complementariedad entre cadenas de nucleótidos 
(Affymetrix
®









Figura 13. Proceso de tinción de las moléculas unidas al chip tras 
la hibridación (Affymetrix, 2005). 
 
 
El último paso del procedimiento es el escaneo y lectura del chip. El 
escáner contiene un láser que incide sobre el array causando la 
fluorescencia de la molécula fluorescente añadida durante la tinción, 
permitiéndonos cuantificar el nivel de expresión de cada transcrito. 
Esta información es capturada digitalmente y sometida a varios 
análisis para extraer información biológica. La comparación de 
patrones de hibridación mediante herramientas informáticas permite la 
identificación de los ARNm que difieren en abundancia entre 
diferentes muestras. El resumen de todo el proceso de hibridación se 
encuentra representado en la figura 14. Tras la lectura del chip se 
obtienen los datos en crudo de la expresión de todos los genes que hay 










Posteriormente, se realiza un análisis estadístico a partir de múltiples 
comparaciones para obtener los genes con diferencias estadísticamente 
significativas en la intensidad de la expresión (información más 
ampliada en material y métodos) y se representan gráficamente.  Las 
formas más habituales de representación son las agrupaciones 
jerárquicas no supervisadas (hierarchical clustering) en forma de 
mapas de calor (heatmap) o árboles de genes (gene-tree) que se 
obtienen a partir de los genes que presentan una expresión diferencial 
significativamente distinta en la población a estudio. Los genes se 




expresión, y quedan representados por una gradación de color en 
función de si se encuentran sobre o infraexpresados en relación a los 
controles.  
 
Figura 15. Agrupación jerárquica no supervisada de genes en 
función de su expresión. Cada columna representa un paciente y cada 
línea un gen. Los genes sobreexpresados respecto a los controles están 
representados en rojo y los infraexpresados en azul. La intensidad del 




I. 3.3. UTILIDAD EN EL DIAGNÓSTICO DE LA SEPSIS  
 
El estudio global de la expresión genómica a partir de ARN total 
aislado de sangre periférica proporciona una excelente visión 
exhaustiva de la respuesta inmune del huésped frente a la infección, ya 




inmune como leucocitos, monocitos o macrófagos. Sin embargo, no 
hay publicados estudios transcriptómicos en prematuros de muy bajo 
peso al nacimiento con sepsis. 
 
Nuestro objetivo global es caracterizar los perfiles de expresión 
genómica de los recién nacidos con sepsis como marcadores 
diagnósticos precoces. Proponemos la hipótesis que estos patrones de 
expresión genómica nos permitirán diferenciar los neonatos con sepsis 















II. HIPÓTESIS Y 
OBJETIVOS 
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II. 1. HIPÓTESIS 
Los recién nacidos menores de 1500 gramos de peso al nacimiento 
con sepsis documentada microbiológicamente tienen un patrón de 
expresión genómica significativamente distinto a la de neonatos 
menores de 1500 gramos de peso al nacimiento con características 
clínicas y demográficas similares, pero no infectados. 
 
El desarrollo de esta técnica podría constituir una futura herramienta 
diagnóstica que nos permitiera discriminar a los neonatos con sepsis 
verdadera de aquellos con manifestaciones clínicas compatibles, pero 
que no presentan sepsis confirmada microbiológicamente. 
 
II. 2. OBJETIVOS 
 
II. 2.1. OBJETIVO PRINCIPAL 
Determinar si existen perfiles de expresión genómica específicos que 
diferencien recién nacidos menores de 1500 gramos de peso al 
nacimiento con sepsis documentada microbiológicamente de controles 
no infectados con características clínicas y demográficas similares. 




II. 2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS 
- Selección de genes candidatos a marcadores de infección y 
validación por RT-PCR. 
 
- Creación de un modelo predictivo de sepsis y validación del mismo 
con una cohorte externa. 
 
- Clasificar los  perfiles de expresión genómica de los neonatos 
diagnosticados de “sepsis clínica” según su semejanza con aquellos 
diagnosticados de sepsis con confirmación microbiológica o con los 
controles no infectados. 










III. POBLACIÓN Y  
METODOLOGÍA  
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III. 1. DISEÑO Y POBLACIÓN  
El estudio fue íntegramente realizado en el Servicio de Neonatología 
(HUiP La Fe).  Se trata de un estudio prospectivo, observacional, de 
doble cohorte, realizado en pacientes prematuros que presentaron un 
peso al nacer menor de 1500 gramos (RNMBP) ingresados entre abril 
de 2011 y septiembre de 2012 en nuestro centro.  El proyecto de 
investigación fue aprobado por el Comité Ético de Investigación 
Clínica del HUiP La Fe (anexo I). La dinámica de reclutamiento se 
explica en el diagrama de flujo de la figura 16. Todos los padres de los 
recién nacidos firmaron el consentimiento informado y cumplieron los 
criterios de selección que se indican a continuación. 
 
 
Figura 16. Dinámica de reclutamiento. Diagrama de flujo. 
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III. 1.1. CRITERIOS DE SELECCIÓN  
Criterios de inclusión 
a) Peso al nacimiento menor de 1500 g. 
b) Edad postnatal menor de 30 días de vida tras alcanzar las 40 
semanas de edad de gestación corregida, que se corresponde 
con el periodo neonatal si el paciente hubiera nacido a 
término. 
c) Sospecha de sepsis según los criterios que se definen a 
continuación. La cohorte de pacientes no infectados fue 
homogénea respecto a la infectada excepto por los criterios de 
infección que no estaban presentes. 
 
Criterios de exclusión 
a) Cromosomopatías.  
b) Malformaciones congénitas mayores. 
c) Depresión neonatal severa con ausencia de signos vitales 
detectables (Apgar al minuto con puntuación de 0). 
d) Historia materna o hijos previos de inmunodeficiencia. 
e) Patología crónica en la madre sujeta a tratamientos que 
pudieran alterar la respuesta inmune tanto materna como fetal: 
asma, diabetes gestacional, patologías autoinmunes, etc. 
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f) Infección congénita (STORCH: Sífilis, Toxoplasma, Rubeola, 
Citomegalovirus, Herpes, Parvovirus B19). 
g) Rechazo de los padres/tutores a participar. 
 
III. 1.1. CRITERIOS DIAGNÓSTICOS DE SEPSIS  
Se consideró sospecha de sepsis en aquellos pacientes que tuvieran 
factores de riesgo de sepsis
6, 8, 93
 y manifestaciones clínicas de sepsis
94
. 
La cohorte de RNMBP no infectados se reclutaron entre los neonatos 
ingresados sin clínica de sepsis emparejándolos según los siguientes 
parámetros: edad gestacional, peso nacimiento, sexo, raza, tipo de 
parto, administración previa de corticoides prenatales, días de vida a la 
recogida de la muestra y estado clínico (portador de vía central, 
soporte respiratorio). 
 
A todos los pacientes con sospecha clínica y factores de riesgo de 
sepsis se les extrajeron 0’5 ml de sangre por punción venosa periférica 





, Durham, NC; USA)
95
. Se 
envió el hemocultivo, según el protocolo clínico de la unidad, para su 
análisis al servicio de Microbiología del Hospital Universitario y 
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Politécnico La Fe. Según el resultado del hemocultivo, se 
distinguieron 2 grupos: aquellos sin documentación microbiológica 
(Sepsis clínica) y los pacientes con documentación microbiológica 
(Sepsis microbiológica). Para considerar documentación 
microbiológica se requirió un hemocultivo positivo, excepto cuando la 
bacteria aislada fue S. coagulasa negativo que se requirieron dos 








Sospecha de corioamnionitis: Definida por fiebre materna 
(temperatura axilar igual o mayor de 38ºC) y 2 ó más de los siguientes 
criterios: 
- Taquicardia materna (frecuencia cardiaca (FC) mayor de 100 
latidos por minuto (lpm)). 
- Taquicardia fetal (FC mayor de 160 lpm). 
- Hipersensibilidad y/o dolor uterino. 
- Leucocitosis materna (más de 15000 leucocitos/ mmc). 
- Olor fétido del líquido amniótico. 
 Streptococcus grupo B (SGB) no testado en cultivos maternos 
rectales-vaginales, y factores de riesgo (Edad gestacional menor 
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de 37 semanas, más de 18 horas de bolsa rota o fiebre materna 
entendida como temperatura axilar igual o superior a 38ºC 
intraparto), si la madre no ha recibido profilaxis correcta (al 
menos una dosis de antibiótico 4 horas previas al  parto).  
 SGB aislado en cultivos maternos vaginales-rectales, bacteriuria 
por SGB o hijo previo con SGB, si la madre no ha recibido 
profilaxis correcta (al menos una dosis de antibiótico 4 horas 
previas al  parto).  
 Rotura prematura de membranas más de 18 horas. 




Paciente que en el momento de la sospecha de sepsis, o en las 72 
horas previas, cumpla alguno de los siguientes requisitos: 
 Portador de vía periférica o central. 
 Portador de válvula de derivación ventrículo-peritoneal. 
 Portador de tubo endotraqueal. 
 Portador de sonda uretral. 
 Portador de drenaje torácico. 
 Intervención quirúrgica. 






 Temperatura: Tª rectal > 38ºC o < 36ºC. 
 Respiratorios: polipnea (frecuencia respiratoria igual o 
superior a 70 respiraciones por minuto), tiraje, quejido, 
cianosis, apneas. 
 Cardiocirculatorios: hipotensión (tensión arterial inferior al 
percentil 5 para su edad), taquicardia (FC mayor o igual a 180 
lpm) o bradicardia (FC menor o igual a 100 lpm), 
hipoperfusión o piel reticulada. 
 Neurológicos: convulsiones clínicas o eléctricas, hipotonía, 
letargia. 
 Gastrointestinales: rechazo de tomas, mala tolerancia (restos 
gástricos  superiores al 50% de la ingesta), vómitos o 
distensión abdominal marcada. 
 
III. 1.3. VARIABLES A ESTUDIO. RECOGIDA DE 
DATOS 
 
En todos los neonatos se recogieron datos demográficos y clínicos en 
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III. 2. ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS 
III. 2.1. EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL DE SANGRE 
PERIFÉRICA 
 
Se extrajo una muestra de sangre de 0’5 ml por venopunción en el 
momento de la sospecha de sepsis, previo al inicio de antibióticos en 
la cohorte de casos. En la cohorte de controles, se obtuvo la muestra 
cuando se reunieron las características para ser emparejados con un 
caso en cuanto a datos demográficos y clínicos, aprovechando una 
extracción de sangre por otro motivo. Esta muestra se introdujo en una 
solución estabilizadora (TempusTM Blood RNA tubes, Applied 
Biosystems
®
, Foster City, CA, EE.UU.) para que no se degradase el 
DATOS DEMOGRÁFICOS DATOS CLÍNICOS 
- Edad gestacional (semanas) 
- Peso nacimiento (gramos) 
- Sexo 
- Raza 
- Apgar1 y Apgar5 
- Edad (días) a la inclusión 
- Peso (gramos) a la inclusión 
- Corticoides prenatales 
- Factores de riesgo 
- Patología de base 
- Tratamiento recibido 
- Soporte respiratorio 
- Soporte hemodinámico 
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ARN total, se agitó la muestra hasta mezclarla homogéneamente y se 
guardó a menos 80ºC hasta la posterior extracción conjunta del ARN 
total.  
 
Optimización del protocolo extracción del ARN total 
El fabricante de los tubos Tempus
®
 que contienen 6 ml de solución 
estabilizadora de ARN recomienda introducir 3 ml de sangre total. 
Extraer este volumen es inviable en un RNMBP, teniendo en cuenta 
que su volemia es de 80-90 ml/Kg, lo que supone un volumen total de 
sangre que en muchas ocasiones no llega a los 100 ml
96
. Por este 
motivo, realizamos una optimización del método para poder extraer 
ARN con una cantidad de sangre total de 0.5 ml y 1 ml de solución 
estabilizadora del tubo Tempus
®
, manteniendo la proporción 
sangre:solución estabilizadora 1:2. Para ello alicuotamos, en 
condiciones de esterilidad bajo campana de flujo laminar, cada tubo 
Tempus
®
 de 6 ml en 6 tubos Eppendorf Blenos
®
 de 2 ml de capacidad 
con 1 ml de solución estabilizadora.   
 
Se empleó el protocolo de extracción del ARN total de cada muestra 





, Foster City, CA, EE.UU.), que se encuentra 
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. Dado que el volumen de 
partida eran 1.5 ml (0.5 ml sangre y 1 ml solución estabilizadora 
ARN) en lugar de los 9 ml que marca la casa comercial, optimizamos 
el protocolo del kit de aislamiento MagMAX
TM
 para extracción de 
ARN con el fin de obtener más concentración y calidad de la muestra 
de ARN total (tabla 5).  
 
El protocolo original contemplaba añadir 3 ml de solución de fosfato 
salino tamponada (PBS) a los 9 ml se sangre y solución estabilizadora, 
centrifugar en un primer paso durante 15 minutos a 4 ºC y 5000 g y 
añadir 4 ml de solución de lavado Pre-Digestion Wash para 
centrifugar de nuevo en un segundo paso durante 10 minutos a la 
misma velocidad y temperatura. Se probaron distintas cantidades de 
PBS y de solución de lavado Pre-Digestion Wash. Se redujo la 
velocidad y se aumentó el tiempo de centrifugado para obtener una 
mayor concentración de ARN, dada la escasa cantidad de sangre 
utilizada. Para ello utilizamos 7 muestras de sangre de cordón de 
recién nacidos sanos (edad gestacional media 39 ± 2 semanas, con un 
peso al nacimiento de 3298 ± 192 gramos y Apgar al minuto 10 (9-10) 
y a los 5 minutos de 10 (10-10). 










City, CA, EE.UU.). 
 
 Tal y como se describe en el punto III.2.2., se utilizó un sistema de 
electroforesis capilar, el Bioanalizador 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, 
USA) para comprobar la integridad del ARN total de cada muestra 
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(RIN: RNA Integrity Number), y se midió la concentración de ARN 
total por espectrofotometría. Los resultados obtenidos están descritos 
en la tabla 5. 
 
Tabla 5. Valores de concentración de ARN total expresados en 
ng/μl y de integridad expresados por el valor de integridad RIN 
(RNA Integrity Number) en función de las distintas 
concentraciones de sangre y solución estabilizadora de ARN 
contenida en los Tubos Tempus
®












1 0,5 1 
1º: 5000 g 4ºC 20 min 
2º: 5000 g 4ºC 10 min 
164 5,1 
2 0,5 1 
1º: 5000 g 4ºC 20 min 
2º: 5000 g 4ºC 10 min 
365 3,1 
3 1 1 
1º: 5000 g 4ºC 20 min 
2º: 5000 g 4ºC 10 min 
252 3,6 
4 2 2 
1º: 5000 g 4ºC 20 min 
2º: 5000 g 4ºC 10 min 
99 2,3 
5 0,5 4 
1º: 3000 g 4ºC 40 min 
2º: 3000 g 4ºC 30 min 
273 6,5 
6  0,5 4 
1º: 3000 g 4ºC 60 min 
2º: 3000 g 4ºC 40 min 
563 5,7 
7 0,5 4 
1º: 3000 g 4ºC 60 min 
2º: 3000 g 4ºC 40 min 
450 7,8 
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Tras los resultados obtenidos decidimos utilizar las cantidades, 
velocidades y tiempos de las muestras 6 y 7, quedando el protocolo 
final tal y como se describe a continuación de manera detallada.  
 
PROTOCOLO FINAL 
1º. Diluir las muestras con solución de fosfato salino tamponada 
(PBS: Phosphate Buffered Saline)   
- Estabilizar en hielo 10-30 minutos.  
- Introducir en tubo cónico y añadir 0,5 ml PBS. Mezclar en agitador 
de tubos 30 s a alta velocidad.  
2º. Centrifugar las muestras  
- Centrifugar a 3000 g y 4ºC durante 60 min. Verter el sobrenadante 
dejando al final el supuesto precipitado que es transparente).  
- Añadir al precipitado 4 ml de Solución Tempus Pre-digestion Wash
®
 
y mezclar en agitador de tubos 5 s a velocidad moderada.  
- Centrifugar a 3000 g y 4ºC durante 40 min. Verter el sobrenadante y 
dejar los tubos sobre papel absorbente 2 minutos para eliminar el 
líquido residual.  
- Introducir los tubos en hielo.  
3º. Re-suspensión del precipitado ARN  
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- Preparar re-suspensión: 117,5 μL de Resuspension Solution® y 2,5 μl 
de Proteinasa.  
- Introducir en un tubo Eppendorf
®
 de 1.5 ml y mezclar en agitador de 
tubos 2-3 s a velocidad moderada.  
- Centrifugar 2-3 s para recoger mezcla de resuspensión en la parte 
inferior del tubo y guardar la mezcla en hielo hasta su uso.  
- Añadir a cada tubo (con el precipitado) 120μL de la mezcla de 
resuspensión.  
- Mezclar en agitador de tubos a velocidad ligera 5-10 s.  
- Añadir a cada Eppendorf 10 μl de DNAsa y mezclar con agitador de 
tubos al 7 durante 10 min.  
4º. Purificación del ARN  
- Agitar vigorosamente las bolas magnéticas (RNA Binding Beads
®
) 
para resuspenderlas.  




- Añadir 70 μL de la mezcla a cada muestra y agitar con agitador de 
tubos al 5 un minuto.  
- Añadir a cada muestra 200 μL de Isopropanol 100% y mezclar con 
agitador de tubos al 5 durante 3 min.  
- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.  
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Lavar 2 veces con Wash Solution
®
 1  
- Añadir a cada muestra 150 μL de Wash Solution® 1  
- Mezclar con agitador de tubos al 5 durante 1 min.  
- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.  
- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante.  
Lavar 2 veces con Wash Solution
®
 2  
- Añadir a cada muestra 150 μL de Wash Solution® 2  
- Mezclar con agitador de tubos al 6 durante 1 min.  
- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.  
- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante.  
Secar  
- Sacar los tubos de la placa y eliminar el sobrenadante. Invertir los 
tubos sobre papel absorbente 2 minutos a temperatura ambiente para 
eliminar cualquier resto de líquido. 
5º. Eluir el RNA  
- Añadir en cada muestra al precipitado que ha quedado 20 μl de 
Buffer de lisis.  
- Mezclar con agitador de tubos al 7 durante 4 min.  
- Dejar los tubos en la placa magnética durante 5 min.  
- Coger el sobrenadante sin coger las bolas magnéticas.  
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III. 2.2. CONTROL DE CALIDAD, PUREZA E 
INTEGRIDAD DEL ARN TOTAL 
 
La integridad de la muestra se determinó usando un sistema de 
electroforesis capilar (Bioanalizador 2100 Agilent, Palo Alto, CA, 
USA) utilizando el  kit RNA 6000 Nano LabChip
®
. Cada chip 
contiene microcanales interconectados que son usados para la 
separación electroforética de ácidos nucleídos en función del tamaño. 
Se midió la concentración de ARN total por espectrofotometría.  
 
El electroferograma que deriva del sistema de electroforesis capilar 
proporciona un valor de integridad (RIN: RNA Integrity Number). Se 
hibridaron las muestras con una concentración de ARN mayor de 200 
ng/μl y que alcanzaron un RIN superior a 6. 
 
III. 2.2.1. Integridad de la muestra de ARN total 
La determinación de la integridad de la muestra es fundamental para 
asegurar un buen análisis posterior, es esencial que el ARN total de las 
muestras tenga una buena calidad e integridad, ya que si el ARN fuera 
de baja calidad, la transcripción reversa daría lugar a ADNc carente de 
algunas regiones codificantes. 
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Los reactivos necesarios para la preparación de los LabChip
®
 se 
dejaron 30 min a temperatura ambiente antes de su utilización. Se 
preparó el gel utilizando una columna de 550 µl, que se centrifugó a 
1500 g durante 10 min. El gel filtrado se dividió en alícuotas de 65 µl. 
Tras la adicción de 1 µl de colorante al gel, la mezcla gel-colorante se 
inyectó dentro del sistema de canales. Se añadieron 5 µl del marcador 
endógeno (ADN fragmentado en un tamaño de 50 pares de bases (pb) 
y usado para alinear todas las muestras) tanto en el pocillo del 
marcador  de pesos moleculares como en los pocillos de las muestras. 
Se introdujo en cada uno de los pocillos de muestra 1 µl de ARN total 
de las correspondientes muestras a analizar y 1 µl de marcador de 
pesos moleculares (mezcla de ARN de diferente tamaños a distinta 
concentración) en su correspondiente pocillo. 
 
Las muestras de ARN y el marcador de pesos moleculares fueron 
anteriormente preparados mediante una desnaturalización a 70ºC 
durante 2 minutos. Finalmente, los chips se agitaron durante 1 minuto 
a máxima potencia y se introdujeron en el Agilent 2100 Bioanalyzer. 
Para llevar a cabo la visualización de los resultados, se utilizó el 
software 2100 Expert v. B.01.02.sI136. 
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Para la determinación de la calidad e integridad del ARN total, el 
bioanalizador 2100 de Agilent usa fluorescencia entre 670 nm y 700 
nm. Para cada muestra, el software calcula el valor de integridad RIN 
mediante un algoritmo que evalúa diferentes parámetros de integridad 
en las medidas electroforéticas de RNA (Agilent Technologies, 2005), 
de manera que la integridad de la muestra no solo es determinada por 
el ratio de las bandas ribosomales 18S y 28S, sino por todas las 
características del electroferograma, incluyendo la presencia o 
ausencia de productos de degradación. Este valor, que tomará valores 
entre 1 (gran degradación) y 10 (muestra intacta), nos permite también 
comparar directamente muestras de ARN y garantizar la 




La figura 18 muestra algunos de los electroferogramas obtenidos a 
partir de las muestras utilizadas en la optimización del método de 
extracción de ARN.  





Figura 18. Electroferogramas y geles de electroforesis de ARN 
obtenidos de las muestras de sangre utilizadas para la 
optimización del método de extracción de ARN. A la izquierda se 
encuentran los electroferogramas, en el eje de abscisas se representan 
las unidades de fluorescencia (FU) y en el de ordenadas los 
nucleótidos (nt). A la derecha se encuentran las bandas de los geles de 
electroforesis. La muestra superior (MA5) muestra un perfil 
degradado en el que no se identifican los picos de las bandas 
ribosomales 18S y 28S, obteniéndose un RIN de 3,1;  mientras que en 
la muestra inferior (MA8) el perfil muestra una buena integridad, se 
identifican los picos de las bandas ribosomales 18S y 28S y el RIN es 
de 6,5. 
 
POBLACIÓN Y METODOLOGÍA 
107 
 
III. 2.2.2. Concentración de ARN total 
Tras comprobar el estado de integridad del ARN total extraído de las 
muestras, y antes de proceder a realizar el protocolo de preparación de 
las muestras para el análisis en los biochips, se realizó una medida de 
la concentración de ARN total, y se estimó la pureza del mismo, la 
cual puede afectar a la efectividad de los procesos posteriores. Para 
ello se utilizó una técnica espectrofotométrica. Los ácidos nucleídos 
absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia en sus 
cadenas de bases aromáticas nitrogenadas. La absorción de radiación 
ultravioleta del ADN y del ARN es una característica específica de 
estas moléculas, y por tanto es usada eficientemente para determinar 
su concentración. Así, para calcular la cantidad de ARN en una 
muestra  se utiliza la siguiente conversión: 1 unidad de absorbancia a 
260 nm de longitud de onda (A260) de ARN de cadena simple es igual 
a 40 µg/mL (1 unidad A260 de ssRNA = 40 µg/mL). Es muy 
importante tener en cuenta la dilución del ARN realizada, ya que los 
resultados se tienen que ajustar a los límites de medida del 
espectrofotómetro. Una vez inyectamos la dilución de ARN en el 
espectrofotómetro, éste automáticamente realiza los cálculos 
comentados y nos proporciona directamente la concentración de ARN 
presente en cada muestra.  
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Por otro lado, para comprobar la pureza, se mide 
espectrofotométricamente la absorbancia a 260 nm (A260) y a 280 nm 
(A280), ya que mientras los ácidos nucleídos tienen su máximo de 
absorción a 260 nm, las proteínas lo tienen a 280 nm, tal y como 
muestra la figura 19. De esta manera, observando la relación entre 
ambos valores de absorbancia (A260/A280) podremos saber si nuestro 
ARN total extraído tiene una alta pureza o, si por lo contrario, está 
contaminado con restos de proteínas. Un ratio A260/A280 cercano a 
2,0 indica una preparación de gran pureza.                        
          
 
 
Figura 19. Gráfica de la absorbancia medida a longitudes de 
ondas de 260 y 280 de los ácidos nucleicos y de las proteínas. 
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Para llevar a cabo tanto la cuantificación como la determinación del 
grado de pureza de las muestras se utilizó el miniespectrofotómetro 
GeneQuant Pro
TM
 (GE Healthcare).  
 
Se realizó una disolución 1:3 del ARN total (1 µl de la muestra 
obtenida y 2 µl de agua libre de RNAsas) para cada muestra. Las 
diluciones obtenidas se introdujeron en capilares de cuarzo para 
realizar la medición en el espectrofotómetro. La medida de referencia 
o blanco se realizó con 3 µl de la misma agua tratada con agua libre de 
RNAsas utilizada para la disolución.  
 
 
III. 2.3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GENÓMICA A 
ESCALA GLOBAL  
 
La hibridación de las muestras se realizó usando un biochip de 
oligonucleótidos por sus ventajas respecto a los biochips de ADNc 
descritas en la introducción. Un gran número de empresas disponen de 
biochips con este formato, aunque la empresa líder en este campo es 
Affymetrix
®
, por lo que utilizamos su biochip GeneChip
®
 Human 
Gene 1.0 ST Array (Affymetrix
®
, Santa Clara, CA, USA), que integra 
28.869 genes mediante 764.885 sondas distintas de 25 pares de bases 
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de longitud, con una mediana de 26 sondas por gen representando 








Utiliza secuencias de transcritos anotados procedentes de las bases de 
datos Reference Sequence (RefSeq) (Noviembre 3, 2006) y Ensembl 
(Octubre 2006, versión 41.36c), así como secuencias de transcritos 
anotados procedentes de la base de datos GeneBank, siempre que 
tengan la región codificante (CDS) completa (Affymetrix
®
, 2007). Por 
otra parte, estos biochips son fabricados de manera que puedan aportar 
información del rendimiento del procesado de la muestra, de la 
hibridación y del escaneado de la imagen. Con este propósito, cada 
uno de ellos contiene un conjunto de sondas que hacen el papel de 
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controles de calidad de la muestra. El valor de la intensidad que se 
obtiene de este conjunto de sondas es utilizado para generar los 




 Human Gene 1.0 ST array 
El protocolo se lleva a cabo mediante una serie de procesos que 
incluyen la síntesis del ADNc de cadena simple con sentido a partir 
del ARN total extraído de las muestras, su fragmentación y marcaje, y 
finalmente la hibridación y lectura del biochip. Durante todo el 
proceso se necesitan una serie de instrumentación, software y 
reactivos específicos que se muestran en la tabla  6. 
 
El esquema de trabajo a seguir para llevar a cabo el protocolo 
completo se dividió en tres días (Tabla 7), tras los cuales se obtuvo 
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Tabla 6. Productos requeridos para la realización del protocolo 
GeneChip
 ®





Estación de fluidos 
 
Horno de hibridación 
GeneChip
®
 Scanner 3000 7G 
GeneChip
®
















Preparación de las 
muestras 
 
Fragmentación y marcaje 
final 
 
Control del marcaje 
 
Control de la hibridación 
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Tabla 7. Esquema de trabajo para la realización del protocolo 
GeneChip
®
 Human Gene 1.0 ST. 
 
DÍA 1 
 Síntesis de la primera cadena de ADNc 
 Síntesis de la segunda cadena de ADNc 
 Síntesis del  ARNc  mediante transcripción in vitro 
DÍA 2 
 Purificación del  ARNc 
 Evaluación de la concentración del  ARNc 
 Segundo ciclo de síntesis de  ADNc 
 Hidrólisis con ARN asa H 
 Purificación del  ADNc  de simple cadena 
 Evaluación de la concentración del  ADNc 
 Fragmentación y marcaje del  ADNc  de simple cadena 
 Hibridación de las muestras en los biochip (comienzo) 
DÍA 3 
 Hibridación de la muestra en el biochip (finalización) 
 Lavados y tinción 
 Escaneo de los biochips 
 
 
III. 2.3.2. Pre-procesado de los datos de intensidad brutos 
Tras el escaneado de los biochips, obtuvimos una imagen del biochip, 
(almacenada en un archivo .DAT). Posteriormente, mediante el 
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software de Affymetrix GeneChip
®
 Command Console, se llevó a 
cabo un procesado de dicha imagen, dando lugar a un archivo .CEL 
que contiene, para cada celda, un valor de intensidad de fluorescencia. 
Este fichero es el resultado de la segmentación de la imagen obtenida 
y contiene la media y desviación estándar de los niveles de gris así 
como la localización de la sonda dentro del array. Sin embargo, en los 
chips Affymetrix GeneChip
®
 cada valor de intensidad no corresponde 
a la expresión de un gen, ya que hay múltiples valores (sondas) por 
cada gen. Así, estos valores deben ser combinados para cada set de 
sondas (probeset), generando un valor de expresión por cada gen 
presente en el chip (Summarization). Para llevar a cabo esta 
Summarization se necesita no solo la información que aporta el 
archivo .CEL sino también conocer la correspondencia entre sondas y 
nombres de los genes. Esta información aparece en el fichero CDF.  
Por tanto, la información que se maneja se puede considerar a tres 
niveles. En primer lugar, tras el escaneo y lectura de los datos 
obtenemos la imagen digital bruta (.DAT) (figura 21). Sobre esta 
imagen se aplican técnicas de procesado de imagen digital que 
directamente permiten obtener a partir de esta imagen bruta otra 
imagen normalizada donde cada pixel contiene una cuantificación 
media de la cantidad de hibridación para cada sonda, datos a nivel de 
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sonda (.CEL) (figura 22).  Finalmente, tras el pre-procesado de los 
datos a nivel de sonda obtenemos los datos de expresión para cada gen 
contenido en el biochip. A partir de aquí se trabaja para analizar la 
posible actividad diferenciada de un gen o un conjunto de genes.  
 





Figura 22. Imagen digital obtenida del biochip (.CEL). 
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III. 2.4. VALIDACIÓN MEDIANTE PCR-RT EN TIEMPO 
REAL  
 
Los genes que de manera estadísticamente significativa fueron 
capaces de discriminar entre RNMBP con sepsis y RNMBP controles, 
se validaron usando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a 
tiempo real combinada con una reacción de retro-transcripción o RT 
(RT-PCR) (RT-PCR: real-time reverse-transcription polymerase 
chain reaction) usando sondas de hidrólisis TaqMan
®
 Gene 
Expression Assays probes (Applied Biosystems
®
, Foster City, CA, 
EE.UU.). 
 
La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT) es 
actualmente el método más sensible y preciso para determinar la 
cantidad de ARNm de una muestra mediante una cuantificación 
relativa, ya que compara entre diferentes muestras la cantidad relativa 
o relación del ARNm de un gen específico respecto a la cantidad de 
ARNm de un gen constitutivo (control endógeno).  
 
En la cuantificación de la expresión del gen de estudio, es necesario 
un control interno para corregir la posible degradación de ARN en el 
proceso o el posible problema de sensibilidad de la síntesis de ADNc. 
POBLACIÓN Y METODOLOGÍA 
117 
 
Esto se denomina normalización de la expresión del gen específico, o 
normalizar respecto a la diferente concentración de ARN total de las 
muestras, ya que si la cantidad de control endógeno varía es debido a 
cambios en la cantidad de ARN total. Frecuentemente a este control 
interno se le llama gen de mantenimiento housekeeping gene, llamado 
de esta forma porque su síntesis ocurre en todos los tipos celulares 
nucleados, y son necesarios para la supervivencia celular. Estos genes 
son expresados constitutivamente por todo tipo de células, y no 
deberían estar alterados en condiciones fisiopatológicas. La principal 
condición que debe cumplir este gen es mantener constante su 
expresión tanto en las condiciones control como en los casos 
enfermos, para así poder evaluar los cambios de expresión de nuestro 
gen de estudio respecto a la expresión del housekeeping gene. 
Habitualmente se utilizan: β-actina, gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH), hipoxantina, 18S, 28S, etc. En nuestro 
caso, utilizamos como control endógeno rRNA 18S98. 
 
Este método, permite la detección directa del producto de 
amplificación durante la fase exponencial de la reacción, a través del 
empleo de compuestos con propiedades fluorescentes, de modo que 
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determinando el incremento de fluorescencia se puede determinar la 
cantidad de producto formado. 
Una vez sintetizado el ADNc, se amplificaron de forma selectiva 
secuencias específicas de ADN por medio de la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR). La PCR utiliza dos fragmentos cortos de ADN 
(oligonucleótidos) como cebadores (primers) de la síntesis, que se 
unen específicamente a secuencias que flanquean la región a 
amplificar, uno en cada una de las cadenas de ADN, y permiten la 
amplificación selectiva. El proceso básico se desarrolla en tres pasos 
que se repiten sucesivamente: 
 
• Desnaturalización: separación de las cadenas complementarias del 
ADN 
• Unión o annealing de los primers específicos a sus secuencias 
complementarias 
• Extensión: síntesis de la hebra complementaria a partir del primer 
respectivo 
 
La repetición de este ciclo un determinado número de veces produce 
un aumento exponencial de la cantidad de la región diana de ADN, 
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que viene dado por la expresión 2n (siendo n el número de ciclos) 
hasta que se agotan los reactivos y la reacción deja de ser exponencial. 
 
El principio básico de la PCR-RT es la detección de los productos de 
la PCR mediante la generación de señales fluorescentes. La señal de 
fluorescencia en este trabajo está generada por unos fluoróforos 
unidos a sondas que hibridan en una región interna específica de los 
productos de amplificación, mediante el sistema Taqman
®
 (Applied 
Biosystems). El sistema Taqman
®
  desarrollado por Perkin-Elmer, 
permite monitorizar la reacción ciclo a ciclo, de modo que podemos 
escoger la región de la curva donde el incremento es lineal. Este 
sistema incorpora a la reacción de PCR un oligonucleótido 
denominado sonda Taqman
®
 que hibrida en una región interna del 
producto de la PCR (secuencia diana), entre el cebador directo y el 
cebador indirecto. Esta sonda incorpora en el extremo 5’ un fluoróforo 
donante que emite fluorescencia al ser excitado y en el extremo 3’ una 
molécula apagadora no fluorescente que absorbe la fluorescencia 
liberada por el donante. Cuando la sonda está intacta, la proximidad 
entre ambas moléculas resulta en la supresión de la fluorescencia del 
donante, debido al fenómeno de transferencia de energía de resonancia 
de Förster. Este fenómeno se basa en que la proximidad espacial de 
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ambas moléculas y en que el espectro de absorción de la molécula 
donante se solapa con el espectro de absorción de la molécula 
receptora. Al carecer la molécula apagadora de señal fluorescente, la 
medida de la señal de fluorescencia aportada por el fluoróforo donante 
cuando se libera es muy precisa.  
 
Mientras la sonda está intacta, la fluorescencia emitida por el donante 
es absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificación del 
ADN diana, el desplazamiento a lo largo de la cadena de la ADN 
polimerasa, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el extremo 
libre 5’ de la sonda que ha hibridado con su cadena complementaria, 
produciéndose la liberación del fluoróforo donante. Como donante y 
aceptor están ahora alejados, la fluorescencia emitida por el primero 
ya no es absorbida por el aceptor y es captada por el lector. Este 
incremento de fluorescencia ocurre solamente si la secuencia diana es 
complementaria a la sonda y esta se amplifica durante la PCR, por lo 
que las amplificaciones no específicas no se detectan. La 
polimerización de la hebra continúa, pero no se produce amplificación 
de la sonda durante la PCR puesto que su extremo 3’ se encuentra 
bloqueado. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere con la 
acumulación exponencial del producto de amplificación. 




Este termociclador incorpora un lector de fluorescencia para llevar a 
cabo la PCR-RT y está diseñado para poder medir, en cualquier 
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se 
realiza la amplificación. El sistema de detección por fluorescencia 
empleado en la RT-PCR en tiempo real utiliza cebadores y sondas 
específicas de longitud entre 50-150 pb marcadas con fluoróforos 
previamente diseñados, validados y vendidos comercialmente como 
Inventoried TaqMan
®
 Gene Expression Assays (Applied Biosystems). 
El fluoróforo FAM se utilizó tanto para los genes de estudio como 
para el control endógeno. El programa de temperaturas utilizado en el 
termociclador fue el siguiente: 50
o
C durante 2 minutos, 95
o
C durante 
10 minutos, y 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos seguidos de 
60
o
C durante 1 minuto. La incubación a 50
o
C fue necesaria para 
activar la polimerasa. Típicamente una reacción de PCR se ajusta a la 
ecuación:  
Xn=X0 (1+Ex)n, donde: 
Xn=Número de copias del gen de estudio en el ciclo n 
X0=Número de copias iniciales del gen de estudio 
Ex=Eficacia de amplificación del gen de estudio (X) 
n=Número de ciclos 
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La información generada por el termociclador en cada uno de los 
ciclos es captada y enviada a un ordenador con el programa 
informático Sequence Detection Software (SDS) v 2.4 (Applied 
Biosystems) que construye las curvas de amplificación a partir de los 
datos de emisión de fluorescencia recogidos durante la reacción en 
tiempo real. Finalmente se obtiene una representación en la que el eje 
de ordenadas es el logaritmo de la intensidad de la fluorescencia y el 
eje de abscisas es el número de ciclos transcurridos (figura 23).  
 
El parámetro de medida de la expresión de un determinado gen es el 
ciclo en el que la amplificación comienza a ser exponencial. Este ciclo 
se denomina ciclo umbral (Ct: threshold cycle), a partir del cual la 
intensidad de fluorescencia empieza a ser apreciable y proporcional a 
la cantidad inicial de ADNc. De este modo, los valores de ciclo 
umbral decrecerán linealmente conforme aumenta la cantidad de 
ADNc de partida. Cuantas más copias de ARNm de partida del gen 
estudiado, más ADNc se obtendrá en la transcripción inversa, y antes 
comenzará la amplificación a ser exponencial. El valor umbral en 
todos nuestros experimentos de RT-PCR se estableció en 0,01. 






Figura 23. Curvas de amplificación del gen de estudio por PCR-
RT. La línea horizontal de color rojo indica el umbral (threshold) a 
partir del cual empieza la linealidad, se establece como umbral el 
valor de 0,1 para todos los grupos de estudio. ΔRn= Incremento de 
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III. 3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
III. 3.1. CÁLCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL 
No existen publicaciones previas con este tipo de pacientes. Se 
utilizaron las diferencias en los niveles de expresión publicados en el 
estudio de niños con neumonía, con una razón entre grupos de 0.5 (ya 
que el rendimiento del cultivo está en torno al 50%), un poder del 90% 
y un intervalo de confianza del 95%. Para encontrar diferencias 
estadísticamente significativas, el tamaño muestral necesario sería de 
8 pacientes sin sepsis y 4 casos de sepsis. Estimando las pérdidas que 
pudiera haber y los errores en el procesamiento de las muestras, se 
estimó un tamaño de 30 pacientes sin sepsis y 15 con sepsis. 
 
III. 3.2. ANÁLISIS DE VARIABLES CLÍNICAS Y 
DEMOGRÁFICAS 
 
Se realizó el análisis Kolgomorov–Smirnov para testar la distribución 
de los datos. Las variables continuas con una distribución normal se 
expresan como media ± DS, y las no normales como mediana y rango 
intercuartílico. Las variables continuas se compararon usando el test 
T-Student o el Análisis de la varianza (ANOVA) en las que 
presentaron distribución normal y el test U-Mann Whitney en el resto. 
Las variables categóricas se compararon usando el test Chi-cuadrado o 
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exacto de Fisher (dos colas) según el número encontrado en cada 
casilla. El análisis se realizó usando el programa SPSS
®
 versión 17.0 
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Se consideró estadísticamente 
significativo un valor de p ≤0.05.  
 
III. 3.3. ANÁLISIS DE LOS PERFILES EXPRESIÓN 
GENÓMICA 
 
Se realizó el análisis usando una muestra por chip. Los archivos se 
capturaron usando el Affymetrix
®
 GeneChip Scanner 3000 7G y se 
analizaron y filtraron estadísticamente con el programa Partek 
Genomic Suite 6.6 software (Partek Inc., St. Louis, MO, USA). Se 
normalizaron los datos con el algoritmo “robust multiple-array 
average” (RMA)99.  
 
Análisis multivariante basado en métodos de proyección 
Se utilizó un análisis  multivariante basado en la proyección de la 
matriz de datos original en un nuevo sistema de coordenadas. Los 
métodos de proyección tienen una serie de ventajas cuando se dispone 
de un conjunto de variables: permiten condensar la información en un 
número reducido de nuevas variables, calculadas a partir de las 
iniciales, de manera que expliquen una parte significativa de la 
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varianza total inicial. Estas nuevas variables (i.e. componentes 
principales o variables latentes),permiten eliminar ruido de los datos 
originales y, al mismo tiempo, analizar visualmente relaciones entre 
muestras y/o variables iniciales para, por ejemplo, establecer 
asociaciones entre grupos de muestras, discriminar entre poblaciones 
o clasificar nuevos individuos. 
 
En este trabajo se seleccionaron dos estrategias de análisis 
multivariante basados en métodos de proyección: análisis de 
componentes principales (PCA: Principal Component Analysis) y 
regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante 
(PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis). En primer 
lugar se aplicó PCA, para un análisis exploratorio no supervisado 
inicial de los datos. Posteriormente, se generó un modelo predictivo 
mediante PLS-DA. Este segundo abordaje supervisado, permite llevar 
a cabo el cálculo de un modelo de clasificación e identificación de 
variables discriminantes. Los resultados obtenidos se compararon con 
los obtenidos a partir de un análisis univariante mediante ANOVA 
para la selección de potenciales marcadores diagnósticos. 
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Análisis de Componentes Principales (PCA) 
Se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA) para 
determinar las fuentes significativas de varianza en los conjuntos de 
datos. PCA se puede utilizar como método no supervisado de 
clasificación para detectar la presencia de agrupaciones o clusters, y 
por otra parte para la detección de outliers.  
 
Un modelo PCA se obtiene a partir de una serie de combinaciones 
lineales de las variables originales, ortogonales entre sí, que busca 
explicar la máxima varianza en X de manera decreciente. Mientras 
que los primeros componentes principales son capaces de explicar la 
mayor parte de la varianza encontrada en la matriz de datos original, el 
resto de los componentes principales contienen fundamentalmente 
ruido. De esta manera, el PCA actúa como un potente método de 
reducción de la complejidad de los datos y simplifica la tarea de 
identificar patrones y fuentes de variabilidad a través de 
representaciones gráficas
100
. La proyección de las muestras en el 
nuevo sistema multidimensional calculado mediante PCA permite 
establecer similitudes entre ellas utilizando p.ej. la distancia euclídea 
entre pares de muestras. 
 




En todas las muestras se realizó un test de ANOVA. Los genes con 
diferencias de expresión estadísticamente significativas frente a la 
cohorte de no infectados, se identificaron usando un análisis de la 
varianza con un FDR (fold discovery rate) < 0.05. Se trata de una 
medida mucho más restrictiva que el p-valor, considerando 
significativos valores de p en torno a 10
-6
. Los genes significativos 
obtenidos a partir del ANOVA se ordenaron de acuerdo a su nivel de 
expresión en una agrupación jerárquica no supervisada (unsupervised 
hierarchical clustering). Finalmente los genes diferencialmente 





 Inc, Rockville, MD, EE.UU.) 
para identificar los reguladores, rutas de señalización y procesos 
biológicos más significativamente implicados.  
 
III. 3.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESIÓN DE 
MÍNIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANÁLISIS 
DISCRIMINANTE. 
 
A partir de las muestras de la cohorte inicial (en las que se habían 
comparado sepsis documentadas microbiológicamente con controles) 
se realizó una regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA: Partial Least Squares Discriminant Analysis) 
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La regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS) es un método 
estadístico supervisado. Los modelos supervisados se calculan a partir 
de datos multivariantes recogidos en una cohorte de sujetos 
clasificados como p.ej. con/sin sepsis, con dos objetivos principales: 
clasificar el estado de futuros pacientes a partir del análisis de 
muestras biológicas; o identificar las variables responsables de la 
discriminación entre las dos clases. PLS es un modelo bilineal que 
ajusta los valores de la matriz de datos X y el vector de clasificación y 
(en nuestro caso RNMBP con sepsis vs no infectados) y los 
reestructura en un nuevo sistema de coordenadas.  Cada eje ortogonal 
en PLS se llama variable latente (LV: latent variable). La carga o 
loading correspondiente a cada LV contiene el peso de cada variable 
en el modelo. Se utiliza para encontrar las relaciones fundamentales 
entre X e y, es decir, un enfoque de variable latente para modelar la 
estructura de covarianza en estos dos espacios. El modelo de PLS trata 
de encontrar el sentido multidimensional en el espacio de X que 
explica la dirección de la máxima varianza multidimensional en el 
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espacio y. Es capaz de conectar la matriz de datos X y el vector de 




La principal diferencia entre PLS y el PCA es que la selección del eje 
se basa en la regresión de X frente a y. El modelo PLS trata de 
maximizar las varianzas de ambos componentes (X e y), mientras que 
el PCA, al ser un modelo no supervisado, sólo tiene en cuenta la 
matriz de datos X. Cuando el vector y es binario (en este caso: sepsis 
y no sepsis), se calcula un modelo PLS de análisis discriminante 
(PLS-DA: Partial least squares discriminant analysis). El PLSDA es 
un método que encuentra una combinación lineal de características 
que se pueden usar para clasificar datos en diferentes grupos. El 
modelo queda definitivamente validado al utilizar una cohorte de 
datos independientes que no se utilizaron para generar el modelo, 
llamado conjunto de validación externo. 
 
En este estudio se utilizaron los VIP scores (variable importance in 
projection) para seleccionar los genes con mayor influencia en el 
modelo discriminante. Utilizando este subconjunto de genes 
discriminantes, se generó un segundo modelo predictivo y se calculó 
el área bajo la curva, el error de clasificación y los valores de 
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sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo. Se 
comprobó que esos genes formaban parte del listado de genes 
significativos que había proporcionado el ANOVA y se validaron por 
RT-PCR. 
 
Como parte de uno de los objetivos secundarios, se introdujeron en el 
modelo predictivo las muestras diagnosticadas como sepsis clínicas 
para comprobar si desde un punto de vista transcriptómico se 
comportaban como sepsis, aunque no se hubiera aislado ningún 
germen en el hemocultivo; o si por el contrario, su perfil era similar al 
de los controles y el diagnóstico clínico fue erróneo.  
 
III. 3.5. ANÁLISIS RT-PCR 
Para el análisis de los resultados de RT-PCR usamos el método semi-
cuantitativo denominado ΔΔCt, en el que se comparan directamente 
los Cts del gen testado y gen de referencia en cada muestra, y 
posteriormente se comparan los Ct de la muestras experimental con 
respecto a la muestra control
102
. Este método permite referir la 
cantidad de ARNm que existe en una muestra frente a otra de 
referencia. En líneas generales consiste en calcular ΔCt, que es la 
diferencia entre el Ct del gen que se quiere cuantificar y el Ct del 
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estándar interno, en nuestro caso el 18S. Comparando el ΔCt frente al 
ΔCt de una muestra control podemos calcular cuánto más o menos se 
expresa este gen problema en dicha muestra frente al control. Una vez 
conocidos los valores de Ct para el gen problema y para gen de 
referencia interno, tanto en nuestra muestra control como en la 
muestra problema, tan sólo basta aplicar la siguiente fórmula para 





Donde ΔΔCt: [Ct de X gen problema-Ct gen de control interno] - [Ct 
X control -Ct gen de control interno].  
Para que la determinación a través de esta fórmula aritmética sea 
válida, debe cumplirse que la eficiencia de la reacción para el gen 
problema y para el gen de referencia sea aproximadamente igual a 1. 
 
Tratamiento estadístico de los datos 
Cada muestra se estudió por triplicado haciendo tres réplicas de cada 
muestra de ADNc y por cada gen en estudio. Aplicamos la ecuación 
de comparación de Ct mencionada anteriormente para el cálculo de la 
diferencia de expresión génica entre genes a validar en el grupo de 
sepsis y el grupo de controles. El grupo control toma el valor de 2
-ΔΔCt
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como 1. En cada grupo de experimentos, n indica el número de 
pacientes a estudio. 
 
Para la comparación de medias múltiples se realizó el análisis de la 
varianza (ANOVA), correspondiente a un diseño experimental 
complementario aleatorio de un solo factor. Cuando el ANOVA dio 
diferencias significativas se utilizó el test de Newman-Keuls. Para la 





 Software, EE.UU.). Las diferencias entre grupos 
fueron estimadas por el test de la t-Student. Las diferencias se 
consideraron estadísticamente significativas para un valor de p ≤ 0,05. 
 
 
III. 3.6. COHORTE DE VALIDACIÓN INDEPENDIENTE 
Se utilizó una cohorte independiente de muestras para validar los 
resultados obtenidos en la primera cohorte. En esta cohorte, se 
tomaron las muestras, se les extrajo el ARN y se hibridaron siguiendo 
la misma metodología que en la cohorte inicial.  Se realizó un análisis 
no supervisado con un análisis de componentes principales (PCA) 
para comprobar que seguía habiendo diferencias entre las sepsis y los 
controles.  
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Posteriormente, se introdujeron las muestras de la cohorte de 
validación en el modelo generado PLS-DA con las muestras de la 



















Este capítulo se estructura en varias partes: 
1. Resultados de la cohorte inicial: 
Datos poblacionales. 
Análisis transcriptómico.  
Modelo predictivo PLS-DA.  
Rutas y procesos biológicos más significativos.  
2. Validación por RT-PCR de los genes más significativos  
3. Cohorte independiente para validar el modelo inicial: 
Datos poblacionales.  
Análisis transcriptómico global (PCA). 
Capacidad diagnóstica del PLS-DA sobre las nuevas muestras.  
4. Análisis de las sepsis clínicas: 
 Datos poblacionales. 
Capacidad diagnóstica del PLS-DA sobre las nuevas muestras.  
5. Estudio diferencial según la causa de la sepsis: 
Datos poblacionales. 
Análisis transcriptómico.  
Modelo predictivo PLS-DA.  
Validación del modelo predictivo: test de múltiples 
permutaciones con doble validación cruzada. 





IV. 1. COHORTE INICIAL 
IV. 1.1. DATOS CLÍNICOS Y DEMOGRÁFICOS 
En la cohorte inicial, hubo 54 sospechas de sepsis, 13 de ellas no se 
reclutaron porque se inició el tratamiento antibiótico antes de la 
extracción de la muestra; por lo que se incluyeron 41 RNMBP con 
sospecha de sepsis y 27 controles. Entre las muestras iniciales se 
excluyeron 11 en el grupo control y 8 en los casos por falta de 
integridad del ARN total. De los 30 con sospecha de sepsis, se 
confirmó el diagnóstico con hemocultivo positivo en 17; así que 
finalmente se incluyeron 17 casos y 19 controles (figura 24). En 3 
casos de sepsis, los controles fueron sus propios hermanos gemelos. 
 
 





No se observaron diferencias estadísticamente significativas en los 
datos clínicos y demográficos entre los 2 grupos ni al nacimiento 
(tabla 8) ni en el momento de la recogida de la muestra (Tabla 9).  
Tabla 8. Características clínicas y demográficas de la cohorte 
inicial al nacimiento. Las variables cuantitativas con distribución 
normal se expresan en media y desviación estándar, y las cualitativas 
en número absoluto y porcentaje. La edad gestacional (EG) se expresa 
en semanas (s) y el peso al nacimiento (PN) en gramos (g). Los 
corticoides hacen referencia a las dosis de corticoides antenatales. 
$
Test T-Student   
$$
Test exacto de Fisher (dos colas). 
 
  VARIABLES 
   SEPSIS 
(N = 17) 
CONTROLES 
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6 ± 2 
 













































Tabla 9. Características clínicas y demográficas de la cohorte 
inicial en el momento de la recogida de la muestra. Las variables 
cuantitativas cuya distribución fue normal se expresan en media y 
desviación estándar, y las que no en mediana y rango intercuartílico. 
Las variables cualitativas se expresan en número absoluto y 
porcentaje. La edad  se expresa días de vida (d) y el peso en gramos 
(g). FiO2: Fracción inspiratoria de oxígeno. V. central: vía central. S. 
Respiratorio: soporte respiratorio. 
$
Test T-Student   
$$
Test exacto de 
Fisher (dos colas)  
$$$$




(N = 17) 
CONTROLES 









V. CENTRAL (n, %) 
 
S. RESPIRATORIO  
      Sin soporte 
      No invasivo 
      Invasivo 
11 (6-23) 
 



































IV. 1.1.2. MICROBIOLOGÍA 
Se aislaron los siguientes gérmenes en los hemocultivos: 
Staphylococcus coagulasa negativo: n=10 (59%); Escherichia coli: 
n=3 (17%); Enterococcus faecalis: n=2 (12%); Staphylococcus 







Figura 25. Distribución de los gérmenes aislados en la cohorte 
inicial. Se representa el número total de casos de cada germen y el 
porcentaje sobre el total de casos. 
 
 
IV. 1.3. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 
IV. 1.3.1. Extracción del ARN total de sangre periférica 
Tras la optimización del método de extracción del ARN total de 
sangre periférica, se obtuvo una media de valor de integridad (RIN) de 
6.4 ± 0.1, con concentraciones de 944 ± 135 ng/ ml.  
 
En la tabla 10 se muestran los valores de integridad (RIN), las 
concentraciones de cada una de las 36 muestras y la pureza medida en 







Tabla 10. Valores de ARN total en cuanto a integridad expresados 
en RIN (RNA Integrity Number), pureza en ratio de absorbancia 
(A260/280) y concentraciones en ng/μl. En las dos últimas filas están 



















































































































































IV. 1.3.2. Análisis de componentes principales 
Analizamos simultáneamente todos los pacientes para identificar 
perfiles transcripcionales que permitieran distinguir a los RNMBP con 
sepsis bacteriana comparada con controles no infectados. Realizamos 
un análisis de componentes principales tridimensional no supervisado 
(PCA: Principal Component Analysis) basado en el análisis de todo el 
genoma (33.297 genes) de los 17 casos y los 19 controles (figura 26). 
El PCA identificó 2 grupos independientes de acuerdo a la expresión 
genómica, uno en sentido vertical, que se correspondió con las sepsis 
y otro en horizontal en el que se agrupaban los controles (figura 26-
A). Sin embargo, en el grupo de las sepsis se observaron 2 grupos: 
uno con 4 muestras aisladas en la zona superior y las restantes 13 
muestras en la zona más inferior. La diferencia básica entre estos 2 
grupos fue el germen causal de la sepsis, las 4 muestras se 
correspondieron con sepsis por bacterias Gram negativas, y las 13 
Muestra RIN 
Concentración 





































muestras restantes que fueron causadas por bacterias Gram positivas. 
La figura 26-B muestra el PCA con los 3 grupos independientes: 
sepsis por bacterias Gram positivas, sepsis por bacterias Gram 











Figura 26. Análisis de Componentes Principales (PCA: 
Principal component analysis) tridimensional basado en todo 
el genoma en la cohorte inicial. Cada paciente (representado 
por una esfera) queda posicionado en función de expresión 
global a lo largo de los tres ejes. El panel 26-A muestra en 
sentido horizontal 19 controles (C: esferas verdes) y en sentido 
vertical 17 sepsis (S: esferas rojas).  El panel 26-B es el mismo 
PCA pero distinguiendo las sepsis en función de su germen 
causal: 19 controles (C: esferas verdes), 13 sepsis por gérmenes 
Gram positivos (SG+: esferas rojas) y 4 sepsis por gérmenes 





IV. 1.3.3. Agrupación jerárquica no supervisada 
Posteriormente se llevaron a cabo múltiples comparaciones 
estadísticas usando el test ANOVA entre los casos y los controles 
encontrando 554 genes con una significación estadística de 
FDR<0.05, de los cuales 305 (55%) estaban sobreexpresados y 249 
(45%) infraexpresados en los RNMBP infectados.  
 
Realizamos una agrupación jerárquica no supervisada (unsupervised 
hierarchical clustering) que mostró 3 grupos de pacientes: el grupo 1 
formado por 13 controles, el grupo 2 que fue mixto formado por 2 
RNMBP con sepsis por E.coli, 1 por E.faecalis y 4 con sepsis por 
S.coagulasa negativo, mezclados con 6 controles; y finalmente un 
grupo 3 que incluyó un control, 1 RNMBP con sepsis por M. 
morgagnii y 8 con sepsis por Gram positivos incluyendo: 6 
S.coagulasa negativo, 1 E. faecalis y 1 S.aureus (Figura 27).  
 
La señal de sobreexpresión en los RNMBP con sepsis por bacterias 
Gram positivas se relacionó con las funciones moleculares del factor 
de necrosis tumoral (TNF) y las citoquinas, y la señal de 







Figura 27. Agrupación jerárquica no supervisada de la cohorte 
inicial. Representa en sentido horizontal los 17 neonatos con sepsis y 
los 19 controles y en sentido vertical los 554 genes significativos en el 
análisis de la varianza. Cada columna representa un paciente y cada 
línea un gen. Los genes sobreexpresados se representan en rojo y los 
infraexpresados en azul. Las barras verdes representan a los controles 
(n=19) (C) y las rojas a los pacientes con sepsis (n=17).  TNF: Factor 
de necrosis tumoral. SCN: Staphylococcus coagulasa negativo. 
 
 
IV. 1.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESIÓN DE 
MÍNIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANÁLISIS 
DISCRIMINANTE 
Se creó un modelo predictivo utilizando un Partial Least Square 
Discriminant Analysis (PLS-DA), con un área bajo la curva (AUC) 





Characteristic) de 0.96, un error de clasificación del 11.1%, 
sensibilidad de 90% y Especificidad del 88%.   
 
A partir de este modelo, se eligieron las variables con un VIP score 
superior a 60 (figura 28), que fueron los que tenían un mayor poder 
discriminativo. Se obtuvieron 10 variables que se correspondieron con 
9 genes, ya que la sonda del gen CD177 estaba representada en 2 
ocasiones: Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD 177 molecule  
(CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S 
transferasa mu 1 (GSTM1), Lipocalin 2 (LCN 2), Carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1), Ankyrin 
repeat domain 22 (ANKRD22), G protein-coupled receptor 84 
(GPR84).   
 
Todos estos  genes formaban parte de la lista de 554 genes 
proporcionada por el ANOVA dentro de los más significativos. En la 
tabla 11 se representan los 9 genes del modelo predictivo, con los 







Figura 28. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) de la cohorte inicial. VIP score. La gráfica 
muestra en el eje de abscisas las variables y en el de ordenadas los 
valores de VIP score para cada una de ellas. Se especifican los genes 
que se corresponden con las 10 variables con VIP score superior a 60: 
Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule (CD177), 
Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferasa 
mu 1 (GSTM1), Lipocalin 2 (LCN 2), Carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1), Ankyrin repeat 
domain 22 (ANKRD22), G protein-coupled receptor 84 (GPR84). 
 
 
El cambio de expresión  es una medida que describe cuánto cambia 
una cantidad desde un valor inicial a un valor final. En nuestro caso, 
se calcula como el ratio del valor de intensidad en los casos de sepsis 
entre valor de los controles. En el caso en que el cambio es hacia la 





con el cociente obteniéndose un número entre 0 y 1, o bien calculando 
el negativo de su inverso; es decir, el negativo del ratio del valor de 
los controles entre el valor de las sepsis. 
 
 
Tabla 11. Listado de los 9 genes correspondientes con las 10  
variables con mayor poder discriminativo en el PLS-DA. ID 
representa el símbolo de identificación del gen y CE el valor del  
cambio de expresión.  
 
ID GEN NOMBRE P-VALOR CE 
MMP8 Matrix metallopeptidase 8 2,08 x 10
-6
 7,34 



















OLFM4 Olfactomedin 4 2,08 x 10
-5
 7,11 
HP Haptoglobin 8,20 x 10
-5
 4,17 
LCN2 Lipocalin 2 4,74 x 10
-5
 3,55 








Figura 29. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) de la cohorte inicial. La gráfica muestra la 
distribución espacial de las sepsis (cuadrados rojos) que se agrupadan 
en la zona de la derecha, y los controles (círculos verdes) agrupados 





Figura 30. Área bajo la curva (AUC) Característica Operativa del 
Receptor (ROC) de la cohorte inicial. La gráfica muestra en el eje 





curva Característica Operativa del Receptor (ROC) en rojo es la curva 
validada (V) con el modelo y el área que queda bajo la curva (AUC) 
es igual a 0.98. La curva ROC en azul es la curva estimada (E) que 
dejaría un AUC de 1.  
 
IV. 1.5. GENES SIGNIFICATIVOS, REGULADORES Y 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN 
 
Para entender el significado biológico de los 554 genes significativos 
analizamos los procesos biológicos más relevantes, que fueron: la 
respuesta inmune innata (p-valor= 4.46 x 10
-9
) y la respuesta 
inflamatoria (p-valor = 1.24 x 10
-7
). En la tabla 12 se representan las 
rutas de señalización más significativas en términos de p-valor y 
número de genes que integran.  
 
Tabla 12. Rutas de señalización más significativas en las sepsis 
respecto a los controles de los 554 genes significativos usando 
Pathway Studio. Genes representa el número de genes implicados en 
cada regulador o ruta de señalización. 
 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN P-VALOR GENES 





Receptor de células T 1.09  x 10
-5
 8 
Señal mediada por Interferón gamma 2.32  x 10
-5
 7 
Señal de la regulación negativa del 
receptor de insulina 
5.21  x 10
-5
 4 







En la tabla 13 se muestran los reguladores más significativos en 
términos de p-valor y número de genes que integran. La ruta del TNF-
α resultó la más significativa y la más enriquecida en cuanto a número 
de genes.  
 
 
Tabla 13. Reguladores más significativos en las sepsis respecto a 
los controles de los 554 genes significativos usando Pathway Studio. 
Genes representa el número de genes implicados en cada regulador o 
ruta de señalización, perteneciente a la lista de los 554 genes 
significativos. TNF: Factor de necrosis tumoral, NF-κB: Nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, SP1: 
Specificity Protein 1, INFG: Interferon gamma. 
 
La figura 31 muestra las redes de los 3 reguladores más importantes 
desde el punto de vista de significación estadística y por el número de 
genes que explican.  
 
REGULADORES P-VALOR GENES 
TNF 3.56  x 10-8 67 
Citoquinas 6.51  x 10-8 57 
NF-kB 4.39  x 10-8 51 
SP1 2.32  x 10-7 53 





La figura 31-A muestra la red del TNF, que representa 67 de los 554 
genes significativos (12%) incluyendo 5 de los 9 genes del modelo 
predictivo: MMP8, CD177, HP, LCN2 y GPR84.  
 
La figura 31-B representa la red de las Citoquinas, que contiene 56 de 
los 554 genes (10%) e incluye 4 genes del modelo predictivo: MMP8, 
CD177, HP y LCN2.  
 
Finalmente la figura 31-C muestra la red del NF-kB, que representa 51 
de los 554 genes significativos (9%) incluyendo 3 de los 9 genes del 
modelo predictivo: MMP8, LCN2 y OLFM4. 
 
La figura 32 representa una integración de los procesos celulares, 
clases funcionales y enfermedades relacionadas con los genes 













Figura 31. Redes de los principales reguladores en las sepsis 
respecto a los controles. Cada ruta representa el regulador y todos los 
genes del listado de 554 genes que explica. En azul se representan los 
genes infraexpresados y en rojo los sobreexpresados. La intensidad del 
color es directamente proporcional a la intensidad del cambio de 
expresión. Las flechas en verde indican activación y en gris 
regulación. La figura 31-A muestra la red del TNF (Factor de necrosis 
tumoral), la 31-B la red de las Citoquinas y la 31-C la del NF-kB 
































Figura 32. Integración de los procesos celulares, clases funcionales 
y enfermedades relacionadas con los genes obtenidos en el modelo 
predictivo. Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule 
(CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S 





IV. 2. VALIDACIÓN POR RT-PCR 
Los genes más significativamente expresados desde un punto de vista 
estadístico y funcional se validaron por RT-PCR: Matrix 
metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 molecule (CD177), Haptoglobin 
(HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferase mu 1 
(GSTM1), Lipocalin 2 (LCN 2) (tabla 14). Los cambios de expresión 
fueron significativamente superiores en los casos de sepsis respecto a 
los controles.  En todos los casos estas diferencias alcanzaron la 
significación estadística utilizando el test T-Student (tabla 15).  
 
Tabla 14. Genes validados por RT-PCR. Están representados los 
genes que se validaron, el símbolo del gen, la referencia de la sonda 
Taqman para ese gen y la longitud del amplicón en pares de bases 
(pb). 
 
Nombre  Símbolo  Referencia Longitud  
Matrix 
metallopeptidase 8 
MMP8 Hs01029057_m1 67 pb 
CD177 molecule CD177 Hs00360669_m1 66 pb 
Haptoglobin HP Hs00605928_g1 90 pb 
Olfactomedin 4 OLFM4 Hs00197437_m1 85 pb 
Glutation S 
transferase mu 1 
GSTM1 Hs01683722_gH 80 pb 
Lipocalin 2 LCN 2 Hs01008571_m1 61 pb 






Tabla 15. Valores de 2
-∆∆Ct
. Valores de media y error estándar de 2
-
∆∆Ct
 para cada uno de los genes validados en el grupo de sepsis y en el 
de los controles: Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), CD177 
molecule (CD177), Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), 
Glutation S transferase mu 1 (GSTM1) y Lipocalin 2 (LCN 2). Valor 
de p calculado con el test t-Student.  
 
 
 CONTROLES SEPSIS P-VALOR 
MMP8 1,00 ± 0,95 7,80 ± 4,42 0,0293 
CD 177 1,00 ± 1,30 9,20 ± 5,37 0,0045 
HP 1,00 ± 0,25 2,67 ± 3,29 0,0370 
OLFM4 1,00 ± 0,70 17,90 ± 17,73 0,0068 
GSTM1 1,00 ± 2,07 29,34 ± 18,90 0,0039 
LCN2 1,00 ± 0,54 6,35 ± 5,40 0,0431 
 
 
En la figura 33 se representan los valores de RT-PCR para cada uno 
de estos genes en forma de diagrama de cajas. Las diferencias que se 









Figura 33. Validación por RT-PCR. En el diagrama de cajas se 
representan la mediana y el rango intercuartílico del cambio de 
expresión de mRNA (2
-ΔΔCt
) en los controles y las sepsis para cada 
gen: CD177 molecule (CD177), Matrix metallopeptidase 8 (MMP8), 
Haptoglobin (HP), Olfactomedin 4 (OLFM4), Glutation S transferase 
mu 1 (GSTM1) y Lipocalin 2 (LCN 2). El valor de p se calculó con el 





IV. 3. COHORTE DE VALIDACIÓN 
INDEPENDIENTE 
 
IV. 3.1. DATOS CLÍNICOS Y DEMOGRÁFICOS 
En la cohorte de validación se incluyeron 18 RNMBP, 8 casos de 
sepsis y 10 controles.  
Tabla 16. Características clínicas y demográficas de la cohorte de 
validación al nacimiento. Las variables cuantitativas se expresan en 
media y desviación estándar ya que su distribución fue normal, y las 
cualitativas en número absoluto y porcentaje. La edad gestacional 
(EG) se expresa en semanas (s) y el peso al nacimiento (PN) en 
gramos (g). Los corticoides hacen referencia a las dosis de corticoides 
antenatales. 
$
Test T-Student  
$$
Test exacto de Fisher (dos colas) 
$$$




(N = 8) 
CONTROLES 
  (N = 10) 
P- VALOR 
EG (s) 




























7 ± 2 
















6 ± 2 









































No se observaron diferencias estadísticamente significativas en los 
datos clínicos y demográficos entre los 2 grupos ni al nacimiento 
(tabla 16)  ni en el momento de la recogida de la muestra (Tabla 17). 




Tabla 17. Características clínicas y demográficas de la cohorte de 
validación en el momento de la recogida de la muestra. Las 
variables cuantitativas cuya distribución fue normal se expresan en 
media y desviación estándar, y las que no siguieron distribución 
normal en mediana y rango intercuartílico. Las variables cualitativas 
se expresan en número absoluto y porcentaje. La edad  se expresa días 
de vida (d) y el peso en gramos (g). FiO2: Fracción inspiratoria de 
oxígeno. V. central: vía central. S. Respiratorio: soporte respiratorio.
 
$
Test T-Student   
$$





Test u-Mann Whitney.  
 
VARIABLES 
   SEPSIS 
(N = 8) 
CONTROLES 









V. CENTRAL (n, %) 
 
S. RESPIRATORIO  
      Sin soporte 
      No invasivo 
      Invasivo 
15 (2-41) 
 
















































IV. 3.2. MICROBIOLOGÍA 
Se aislaron los siguientes gérmenes en los hemocultivos: 
Staphylococcus aureus: n=3 (38%) Staphylococcus coagulasa 
negativo: n=1 (12.5%); Serratia marcescens: n=1 (12.5%); 
Enterobacter cloacae: n=1 (12.5%); Klebsiella pneumoniae: n=1 




Figura 34. Distribución de los gérmenes aislados en la cohorte de 
validación. Se representa el número total de casos de cada germen y 
el porcentaje sobre el total de casos. 
 
 
IV.3.3. ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES 
En la cohorte de validación realizamos un PCA de las 8 sepsis y los 10 
controles (Figura 35) para comprobar si se seguían distinguiendo los 3 





acuerdo a la expresión genómica que se correspondieron con: sepsis 
por bacterias Gram positivas, sepsis por bacterias Gram negativas y 
controles. 
 
Figura 35. Análisis de Componentes Principales (PCA: Principal 
component analysis) tridimensional basado en todo el genoma en 
la cohorte de validación. Cada paciente (representado por una esfera) 
queda posicionado en función de sus respectivas posiciones a lo largo 
de los tres ejes. El PCA muestra 10 controles (C: esferas verdes) y 8 
sepsis: 4 sepsis por gérmenes Gram positivos (GRAM +: esferas rojas) 






IV. 3.4. MODELO PREDICTIVO: REGRESIÓN DE 
MÍNIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANÁLISIS 
DISCRIMINANTE 
 
Se introdujeron las 18 muestras de la cohorte de validación en el 
modelo predictivo definitivo (figura 29) creado a partir de las 10 
variables que se obtuvieron en el PLS-DA de la cohorte inicial.  
 
Están representadas junto con las 36 muestras de la cohorte inicial en 
la figura 36, siguiendo el mismo código de color pero con tonos más 
claros. Se observa que todos los controles quedan agrupados junto a 
los controles de la cohorte inicial y únicamente 2 sepsis quedan en la 
zona intermedia entre las sepsis y los controles de la cohorte inicial. 
Asumiendo que estas 2 sepsis estuvieran mal clasificadas, el modelo 
presenta un error de clasificación del 11% en la cohorte de validación 
independiente, con lo que podemos afirmar que el modelo queda bien 







Figura 36. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) de la cohorte de validación. La gráfica 
muestra la distribución espacial de la cohorte inicial con las sepsis 
bacterianas (en cuadrados rojos) agrupadas en la zona de la derecha, y 
los controles (círculos verdes) agrupados en el lado izquierdo de la 
gráfica. Las muestras de la cohorte de validación están representadas 
en los mismos colores en tono más claro. Los controles en círculos 
verdes claros, agrupados junto a los controles de la cohorte inicial y 




IV. 4. ANÁLISIS DE LAS SEPSIS CLÍNICAS 
Como parte de los objetivos secundarios se analizaron las 13 sepsis 
clínicas; es decir, aquellas en las que no se aisló ningún germen en el 





momento de la recogida de la muestra fueron similares a los pacientes 
de las cohortes inicial y de validación (tabla 18).  
 
Tabla 18. Características clínicas y demográficas al nacimiento y 
en el momento de la recogida de la muestra de los 13 pacientes con 
sepsis clínicas. Las variables cuantitativas con distribución normal se 
expresan en media y desviación estándar, y las que no siguieron 
distribución normal en mediana y rango intercuartílico. Las variables 
cualitativas en número absoluto y porcentaje. La edad gestacional se 
expresa en semanas (s), la edad en el momento de la recogida de la 
muestra en días de vida (d) y el peso en gramos (g). FiO2: Fracción 
inspiratoria de oxígeno. 
 
VARIABLES  
AL NACIMIENTO (N =13)  
EDAD GESTACIONAL (s) 
SEXO (n, %) 
               Hombre 
               Mujer 
PESO NACIMIENTO (g) 
RAZA (n, %) 
               Caucásica 
                
PARTO (n, %) 
               Eutócico 
               Cesárea 
APGAR1  
APGAR5 











7 ± 2 
9 ± 1 
VARIABLES A LA  




VÍA CENTRAL (n, %) 
SOPORTE RESPIRATORIO  
      Ventilación no invasiva 
      Ventilación invasiva 
7 (3-14) 
1049 ± 294 










Estas muestras se introdujeron en el modelo predictivo con el fin de 
determinar si su expresión genómica era similar a las sepsis 
microbiológicas y por tanto podíamos afirmar que eran sepsis en las 
que no se había conseguido aislar ningún germen en el hemocultivo, o 
bien se comportaban transcriptómicamente como los controles y eran 
“falsos diagnósticos” de sepsis. En la figura 37 se observa como 7 
(54%) de ellas se comportaron como auténticas sepsis, mientras que 
las otras 6 (46%) se agruparon junto a los controles.  
 
 
Figura 37. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) en las sepsis clínicas. La gráfica muestra la 
distribución espacial de las sepsis bacterianas (en cuadrados rojos) que 
quedan agrupadas en la zona de la derecha, y los controles (círculos 
verdes) que se agrupan en el lado izquierdo de la gráfica y en la zona 





IV. 5. ESTUDIO DIFERENCIAL SEGÚN EL 
AGENTE CAUSAL DE LA SEPSIS  
 
Aunque el objetivo principal del estudio era establecer las diferencias 
en los perfiles de expresión genómica entre RNMBP con sepsis y los 
controles, encontramos que dentro del grupo de las sepsis había 
notables diferencias entre las producidas por bacterias Gram positivas 
y las producidas por bacterias Gram negativas. Sin embargo, en la 
cohorte inicial disponíamos sólo de 17 casos de sepsis, de los cuáles 
únicamente 4 fueron por Gram negativos. Para confirmar estos 
resultados, utilizamos las muestras de sepsis de la cohorte de 
validación junto con las de la cohorte inicial y realizamos un estudio 
diferencial entre las sepsis en función del tipo de germen causal.  
 
IV. 5.1. DATOS CLÍNICOS Y DEMOGRÁFICOS 
Se incluyeron las 25 sepsis microbiológicas analizadas: 17 causadas 
por gérmenes Gram positivos y 8 por gérmenes Gram negativos. No 
se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los 2 
grupos al nacimiento (tabla 19). Sin embargo, en el momento de la 
recogida de la muestra hubo un mayor porcentaje de pacientes 
sometidos a ventilación invasiva en las sepsis Gram negativos (tabla 





suelen condicionar un mayor deterioro clínico que obliga en muchas 
ocasiones a la intubación y ventilación mecánica.  
 
Tabla 19. Características clínicas y demográficas al nacimiento de 
los recién nacidos con sepsis en función del tipo de bacteria causal. 
Las variables cuantitativas se expresan en media y desviación estándar 
ya que su distribución fue normal, y las cualitativas en número 
absoluto y porcentaje. La edad gestacional (EG) se expresa en 
semanas cumplidas (s), el peso al nacimiento (PN) en gramos (g). 












(N = 17) 
GRAM 
NEGATIVOS 
  (N = 8) 
P- VALOR 
EG (s) 
SEXO (n, %) 
               Hombre 
               Mujer 
PN (g) 
RAZA (n, %) 
               Caucásica 
               Negra 
               Hispano 
PARTO (n, %) 
               Eutócico 


















7 ± 2 
















5 ± 3 










































Tabla 20. Características clínicas y demográficas en el momento 
de la recogida de la muestra de los recién nacidos con sepsis en 
función del tipo de bacteria causal. Las variables cuantitativas con 
distribución normal se expresan en media y desviación estándar, y las 
que no siguieron distribución normal en mediana y rango 
intercuartílico. Las variables cualitativas se expresan en número 
absoluto y porcentaje. La edad  se expresa días de vida (d) y el peso en 
gramos (g). FiO2: Fracción inspiratoria de oxígeno. V. central: vía 
central. S. Respiratorio: soporte respiratorio. 
$
Test t-Student   
$$
Test 
exacto de Fisher (dos colas) 
$$$








(N = 17) 
GRAM 
NEGATIVOS 









V. CENTRAL (n, %) 
 
S.RESPIRATORIO  
      Sin soporte 
      No invasivo 
      Invasivo 
12 (7-23) 
 













































IV. 5.2.  ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 
IV. 5.2.1. Análisis de componentes principales 
Realizamos un PCA de las 17  sepsis causadas por bacterias Gram 





PCA identificó 2 grupos independientes de acuerdo a la expresión 
genómica que se correspondieron con: sepsis por bacterias Gram 




Figura 38. Análisis de Componentes Principales (PCA: Principal 
component analysis) tridimensional basado en todo el genoma en 
los casos de sepsis. Cada paciente (representado por una esfera) queda 
posicionado en función de sus respectivas posiciones a lo largo de los 
tres ejes. El PCA muestra 17 sepsis por gérmenes Gram positivos 
(GRAM +: esferas rojas) y 8 sepsis por gérmenes Gram negativos 





IV. 5.2.2. Agrupación jerárquica no supervisada 
Se llevaron a cabo múltiples comparaciones estadísticas usando el test 
ANOVA entre los RNMBP con sepsis por bacterias Gram positivas y 
RNMBP con sepsis por bacterias Gram negativas. Se identificaron 
719 genes con una significación estadística de FDR<0.05, de los 
cuales 433 (60%) estaban sobreexpresados y 286 (40%) 
infraexpresados en los RNMBP infectados.  
 
Realizamos una agrupación jerárquica no supervisada (unsupervised 
hierarchical clustering) que mostró 2 grupos de pacientes (figura 39). 
A la izquierda quedaron agrupadas las sepsis por bacterias Gram 
negativas y a la derecha la sepsis por Gram positivas.  
 
Dentro de ambos grupos se observa un subgrupos con la misma señal 
pero menos intensa.  En el caso de las sepsis por Gram negativos se 
trata de  2 pacientes y en el de las Gram positivas de 9 pacientes. No 
se han observado diferencias clínicas, ni de evolución ni en cuanto al 










Figura 39. Agrupación jerárquica no supervisada de la cohorte de 
sepsis. Representados 17 neonatos con sepsis por bacterias Gram 
positivas y 8 neonatos con sepsis por bacterias Gram negativas 
(sentido horizontal) y los 554 genes (sentido vertical) significativos en 
el análisis de la varianza. Cada columna representa un paciente y cada 
línea un gen. Los genes sobreexpresados se representan en rojo y los 
infraexpresados en azul. Las barras rojas representan a los pacientes 
con sepsis por Gram positivos (GRAM +) (n=17) y las moradas a los 











IV.5.3. MODELO PREDICTIVO: REGRESIÓN DE 
MÍNIMOS CUADRADOS PARCIALES CON ANÁLISIS 
DISCRIMINANTE  
 
Se creó un modelo predictivo utilizando un Partial Least Square 
Discriminant Analysis (PLS-DA), con un área bajo la curva (AUC) 
Característica Operativa del Receptor (ROC: Receiver Oparating 
Characteristic) de 1, un error de clasificación del 0%, sensibilidad de 
100% y especificidad del 100%. A partir de este modelo, se eligieron 
las variables con un VIP score superior a 5 (figura 40), que fueron los 
que tenían un mayor poder discriminativo. Se obtuvieron 23 variables 
que se correspondieron con 21 genes, ya que una de las sondas no 
tiene un gen asignado, y la sonda del gen CCDC72 estaba 
representada en 2 ocasiones.  
 
De éstos 21 genes, 14 formaban parte de la lista de 719 genes 
proporcionada por el ANOVA. En la tabla 21 se representan estos 
genes, proporcionándose los valores de p y de cambio de expresión en 
los 14 casos que mostraron diferencias estadísticamente significativas 
en el ANOVA. Los cambios de expresión positivos indican una 
sobreexpresión de esos genes en las sepsis por bacterias Gram 
positivas respecto a las Gram negativas, mientras que los cambio de 






Figura 40. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) en la cohorte de sepsis. VIP score. La 
gráfica muestra en el eje de abscisas las variables y en el de 
coordenadas los valores de VIP score para cada una de ellas. Se 
especifican los genes que se corresponden con las 23 variables con 
VIP score superior a 5: * No hay gen asignado, CCDC72 (coiled-coil 
domain containing 72), UHMK1 (U2AF homology motif (UHM) 
kinase 1), DCAF6 (DDB1 and CUL4 associated factor 6), TMEM9B 
(TMEM9 domain family, member B), RAB5B (RAB5B, member RAS 
oncogene family), TEP1 (Telomerase-associated protein 1), CSK (c-
src tyrosine kinase), CASC3 (cancer susceptibility candidate 3), 
MYO9B (myosin IXB), CD37 (CD37 molecule), MOBKL2A (MOB1, 
Mps One Binder kinase activator-like 2A (levadura)), PPPDE2 
(PPPDE peptidase domain containing 2), MAN2B2 (mannosidase, 
alpha, class 2B, member 2), MED28 (mediator complex subunit 28), 
SCOC (short coiled-coil protein), NDUFA2 (NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 2, 8kDa), MGAT1 (mannosyl 
(alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosamin), AUH (AU 
RNA binding protein/enoyl-CoA hydratase), SH2D3C (SH2 domain 
containing 3C), ATG4A (ATG4 autophagy related 4 homologue), 






Tabla 21. Genes con diferencias de expresión significativas entre 
las sepsis por bacterias Gram positivas y bacterias Gram 
negativas, obtenidos con el modelo predictivo PLS-DA.  ID 
representa el símbolo de identificación del gen y CE el valor de 
cambio de expresión.  
 
ID GEN NOMBRE P-VALOR CE 
CCDC72 Coiled-coil domain 
containing 72 
  
UHMK1 U2AF homology motif 









RAB5B RAB5B, member RAS 
oncogene family 
  










CSK C-src tyrosine kinase 1.96 x 10
-3
 180 





CD37  Molécula CD37   
MYO9B Myosin IXB   
MOBKL2A MOB1, Mps One Binder 










MAN2B2 Mannosidase, alpha, class 
2B, member 2 
  
MED28 Mediator complex subunit 28 6.42 x 10
-4
 -205 
SCOC Short coiled-coil protein 1.47 x 10
-
 -184 





























SH2D3C SH2 domain containing 3C   




A partir de estas 23 variables se creó el modelo predictivo definitivo 
(figura 41).  
 
Figura 41. Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis 
discriminante (PLS-DA) en la cohorte de sepsis. La gráfica muestra 
la distribución espacial de las sepsis por bacterias Gram positivas (en 
cuadrados rojos) que quedan agrupadas en la zona de la izquierda, y 
las sepsis por bacterias Gram negativas (en cuadrados morados) que se 





Se trata de un modelo con un AUC que seguía siendo 1,  un error de 
clasificación del 0% y unas sensibilidad de 100% y especificidad de 





Figura 42. Área bajo la curva (AUC) Característica Operativa del 
Receptor (ROC) en el modelo predictivo según el agente causal de 
la sepsis. La gráfica muestra en el eje de abscisas 1-Especificidad y en 
el de ordenadas la Sensibilidad. La curva Característica Operativa del 
Receptor (ROC) en rojo es la curva validada (V) con el modelo, que 
en este caso al dejar un AUC de 1 se superpone con la curva azul que 
es la curva estimada (E).  
 
Validación del modelo: test de múltiples permutaciones con doble 
validación cruzada 
 
Dado que los hallazgos de las diferencias entre bacterias Gram 
positivas y Gram negativas no estaban previstos en el diseño del 
estudio,  no se dispuso de una cohorte de validación independiente. 





sepsis se utilizó un método de doble validación cruzada utilizando un 
test de múltiples permutaciones aleatorias
103-104
. El test de 
permutaciones permite evaluar si la clasificación de los individuos en 
los 2 grupos designados es significativamente mejor que otra 
clasificación aleatoria en 2 grupos arbitrarios. Consiste en cambiar de 
manera aleatoria la asignación de las muestras manteniendo la 
proporción original en cada uno de los grupos. Estas permutaciones se 
repitieron 1000 veces utilizando todas las variables. 
 
La representación gráfica del modelo se hace utilizando los siguientes 
parámetros en la clase permutada: número de clasificaciones 
equivocadas (NMC: Number of misclassifications), área bajo la curva 
(AUC: Area under curve) y el error de predicción del modelo 
expresada en Q
2
, en función del número de veces que se repite cada 




 con doble validación cruzada (DQ
2 
2 cv) como 1 menos 
la ratio de la suma de cuadrados del error de predicción, sobre el total 






Donde ŷi representa la predicción real en la que la muestra i no se usó 
para la construcción del modelo. 
Como el denominador es una constante, el numerador debería 




La figura 43 muestra la distribución del número de clasificaciones 
equivocadas en la clase permutada (NMC: Number of 
missclassifications) en función del número de veces que se repite cada 
clasificación errónea. El modelo ideal debería mostrar valores 
cercanos a 0 mientras que el test de permutaciones, al ser un modelo 
aleatorio, se debería equivocar la mitad de las veces; es decir, en 
nuestro caso que contamos con 25 muestras, la distribución debería 
agruparse en torno a 12.5. El número de veces que se repite cada 
NMC, representado por F(x), depende del número de permutaciones 
utilizadas en el modelo. Nuestro modelo a validar queda representado 
por un punto rojo, que en ningún momento se solapa con el 
histograma de la clase permutada, lo que significa que el modelo con 





de las clases (p < 0.001).  Cada muestra se testó 5 veces (figura 44) y 
se evaluó la clasificación del vector y. En únicamente una muestra 
hubo error de clasificación en 4 de los 5 test (0.8/25), por tanto 
hablamos de un error de clasificación del 3%. 
 
 
Figura 43. Test de validación cruzada: Number of 
misclassifications (NMC). La gráfica muestra la distribución de la 
clase permutada frente al resultado de la clase real. En el eje de 
abscisas el número de clasificaciones equivocadas (NMC: Number of 
misclassifications) y en el de ordenadas F(x), que indica el número de 
veces que se repite cada NMC. El punto rojo representa el valor de 








Figura 44. Test de validación cruzada. La gráfica muestra la 
distribución de la clase real tras aplicar doble validación cruzada (2 
CV). En el eje de abscisas está representado el valor del vector y para 
cada una de los 5 test que se hicieron en cada muestra. En el eje de 
ordenadas se representa cada una de las muestras. Las sepsis por 
bacterias Gram positivas están representadas en rojo y las bacterias 
Gram negativas en verde.   
 
 
La figura 45 muestra el área bajo la curva (AUC) en función del 
número de veces que se repite cada valor de AUC. El modelo ideal 
debería tener un valor cercano a 1 (que implicaría sensibilidades y 
especificidades cercanas al 100%), mientras que el aleatorio debería 






Figura 45. Test de validación cruzada: área bajo la curva ROC 
(AUROC). La gráfica muestra la distribución de la clase permutada 
frente al AUROC de la clase real. En el eje de abscisas el AUROC y 
en el de ordenadas F(x), que indica el número de veces que se repite 
cada AUROC. El punto rojo representa el valor de nuestro modelo a 
validar.  
 
El valor de nuestro modelo, que en este caso aparece como 0.92 ya 
que en la validación lo calcula con el modelo global de las 33.297 
variables, se solapa ligeramente con la  gráfica de las clases 
permutadas, dando un p-valor de 0.002. Es decir, la predicción que 
ofrece nuestro modelo no es fruto del azar, ya que se diferencia de la 






Por último, la figura 46 muestra el error Q
2
 2cv en función del número 
de veces que se repite cada valor de Q
2
 2cv. Al tratarse de un error el 
modelo ideal debería mostrar un error de 0 a 1, mientras que el 
modelo aleatorio se debe distribuir en torno a -0.5, como ocurre en 
nuestro caso con un p-valor < 0.001.  
 
 
Figura 46. Test de validación cruzada: Q
2
 2cv. La gráfica muestra 
la distribución de la clase permutada frente al resultado obtenido 
utilizando la clase real. En el eje de abscisas el error Q
2
 2cv y en el de 
ordenadas F(x), que indica el número de veces que se repite cada Q
2
 








IV.5.4. GENES SIGNIFICATIVOS, REGULADORES Y 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN 
 
Para entender el significado biológico de los 719 genes significativos 
entre las sepsis por bacterias Gram positivas comparadas con las Gram 
negativas analizamos los procesos biológicos más relevantes. En la 
tabla 22 se representan las rutas de señalización.  
Tabla 22. Rutas de señalización más significativas en las sepsis por 
bacterias Gram positivas frente a las Gram negativas (en términos 
de p-valor y en número de genes) de los 719 genes significativos  
usando Pathway Studio. Genes  representa el número de genes 
implicados en cada regulador o ruta de señalización. 
 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN P-VALOR GENES 
Procesos metabólicos 8.90 x 10
-12 
84 





Apoptosis 1.37 x 10
-8
 36 
Transporte 2.77 x 10
-8
 61 
Señal mediada por citoquinas 3.10 x 10
-8
 18 
Señal de la transducción intracelular 8.40 x 10
-8
 23 
Respuesta inmune 1.08 x 10
-7
 27 





Respuesta a lipopolisacáridos   5.34 x 10
-7
 15 







En la tabla 23 se muestran los reguladores más significativos en 
términos de p-valor y en número de genes explicados.  
 
Tabla 23. Reguladores más significativos en las sepsis por 
bacterias Gram positivas frente a las Gram negativas (en términos 
de p-valor y en número de genes) de los 719 genes significativos 
(resultantes de la comparación entre sepsis y controles) usando 
Pathway Studio. Genes representa el número de genes implicados en 
cada regulador o ruta de señalización, perteneciente a la lista de los 
719 genes significativos: SPI1: Proteína específica 1, INFG: 
Interferón gamma, IL3: Interleuquina 3, IL2: Interleuquina 2, TNF: 
Factor de necrosis tumoral, IL4: Interleuquina 4, CSF2: Factor 2 
estimulante de colonias granulocitos-macrófagos, MAP2K1: Proteína 
kinasa activada por mitógenos 1, MIR1-1: microRNA 1-1. 
 
REGULADORES P-VALOR GENES 
Complejo proteosómico de la 
endopeptidasa 
0.0006 43 
SPI1 0.0033 15 
IFNG 0.0064 48 
IL2 0.0091 19 
IL3 0.0091 13 
TNF 0.0115 61 
IL4 0.0216 28 
CSF2 0.0267 18 
MAP2K1 0.0309 12 
MIR1-1 0.0383 10 

























La sepsis neonatal continúa siendo una importante causa de morbi-
mortalidad en el mundo. Los neonatos y especialmente los RNMBP 
tienen un sistema inmune funcionalmente inmaduro, que condiciona 
tanto la presentación clínica como la respuesta a la sepsis. En 
ocasiones, las manifestaciones clínicas son inespecíficas o 
extremadamente sutiles; no obstante, puede presentar una evolución 
fulminante
106
. El diagnóstico rápido y fiable es esencial para mejorar 
las tasas de supervivencia; sin embargo, los resultados del 
hemocultivo son tardíos y los parámetros infecciosos clásicos en 
ocasiones ofrecen resultados son ambiguos y variables.  
 
Se han publicado distintos estudios, la mayoría unicéntricos o 
retrospectivos, que han validado el uso de biomarcadores como 
herramientas diagnósticas de sepsis. Estos estudios son difícilmente 
valorables ya que tanto los criterios diagnósticos de sepsis como los 
puntos de corte de los marcadores, varían de unos a otros
107-108
. Ante 
la inconsistencia de estos resultados, diferentes autores insisten en la 




El estudio de los perfiles de expresión genómica utilizando biochips 
de expresión, ofrece una visión general de una enfermedad tan 




compleja y heterogénea como las sepsis, con la ventaja de disminuir 
sesgos y aumentar la capacidad de hallar marcadores, ya que todos los 
genes son potencialmente evaluados. Este trabajo constituye el primer 
estudio de los perfiles de expresión genómica global realizado 
exclusivamente en RNMBP con sepsis bacteriana con el fin de evaluar 




Diseño e inclusión de pacientes 
Los estudios transcriptómicos de sepsis en pacientes pediátricos 
presentan un tamaño muestral reducido, ya que las diferencias entre 
grupos son tan elevadas que se pueden poner de manifiesto con pocos 
pacientes. Por otra parte, el acceso a una metodología tan novedosa es 
limitado y la necesidad de laboratorios especializados encarece las 
determinaciones. Nuestro estudio es hasta la fecha el que más número 
de RNMBP incluye, con un total de 67  pacientes: 54 repartidos en 
dos cohortes: inicial y validación, y 13 en un grupo paralelo de sepsis 
clínicas.   
 
A pesar de que los pacientes incluidos en el estudio representa un 
grupo heterogéneo de RNMBP con distintos espectros clínicos, 
enfermedades concomitantes intrínsecas a la prematuridad y sepsis por 




diferentes patógenos, hemos sido capaces de demostrar la existencia 
de perfiles de expresión genómica relacionados con procesos 
biológicos y funciones moleculares biológicamente relevantes
111
. Hay 
que resaltar que los controles fueron estrictamente seleccionados en 
función de características clínicas y demográficas para que fueran 
comparables con los pacientes con sepsis, siendo en 3 ocasiones los 
hermanos gemelos de los casos. Esta estrategia, unida al estudio 
discriminativo con PLS-DA nos permite atribuir a la infección, y no a 
otros factores o enfermedades concomitantes, las diferencias 
encontradas en el estudio transcriptómico. Las muestras de sangre se 
extrajeron en cuanto se observaron los signos clínicos y previamente 
al inicio de los antibióticos, con el fin de evitar cambios en la 
respuesta inmune relacionados con la medicación.  
 
Se trata de un estudio prospectivo que permitió la recogida de la 
muestra en las mismas condiciones, previo al inicio del tratamiento 
antibiótico. Esto generó un porcentaje de pérdidas de cerca del 20% 
puesto que una vez iniciado el antibiótico las muestras ya no se 
utilizaron.   
 




La falta de consenso internacional en la definición de sepsis neonatal 
nos llevó a diseñar unos criterios diagnósticos bastante restrictivos que 
incluyeran no solamente manifestaciones clínicas, sino también 
factores de riesgo y aislamiento de un microorganismo en el 
hemocultivo, tal y como recomienda el CDC 
112
. De esta manera sólo 
se incluyeron las sepsis con diagnóstico microbiológico confirmado 
para establecer las diferencias con los controles, eliminando las sepsis 




Uno de los resultados más novedosos de este trabajo es la obtención 
de PEG utilizando ARN extraído a partir de 0.5 ml de sangre total. En 
nuestro caso utilizamos solución estabilizadora de ARN en Tubos 
Tempus
®
 que facilitaban la conservación de la muestra a temperatura 
ambiente. Esto es de vital importancia en un estudio clínico puesto 
que la sospecha de sepsis puede ocurrir en cualquier momento y los 
clínicos no estar disponibles para realizar el procesamiento de la 
muestra. Sin embargo, los kits comerciales de extracción se basaban 
en la obtención de 3 ml de sangre total a diluir en los 6 ml de solución 
estabilizadora. Esta cantidad de sangre es inviable dada la escasa 




volemia de estos recién nacidos y tuvimos que optimizar el método de 
extracción para no extraer más de 0.5 ml de sangre total. Los escasos 
estudios que han utilizado ARN extraído de sangre total en pacientes 
neonatales, formaban parte de una población global de pacientes 
pediátricos y en ningún momento hacen referencia a la cantidad de 
sangre extraída en este subgrupo. Muy recientemente se ha publicado 
un estudio de perfiles de expresión genómica realizado 
exclusivamente en recién nacidos en el que refieren utilizar 0.4-0.5 ml 
de sangre total, obteniendo valores de RIN similares a los obtenidos 
en las muestras del presente trabajo, pero que fueron procesadas 




Algunos autores promulgan el uso de células mononucleares de la 
sangre periférica (PBMCs)
114
 para la obtención de ARN, en lugar de 
muestras de sangre total con el fin de caracterizar mejor las diferencias 
en las poblaciones de la serie blanca
115
. Sin embargo, los perfiles de 
expresión a partir de sangre total tienen el potencial de aportar una 
visión más general sin perder información transcriptómica 
biológicamente relevante procedente de células no incluidas en los 
PBMCs, como los neutrófilos que juegan un papel tan importante en 
la sepsis. El ARN se extrajo de sangre total, lo que tiene la ventaja de 




una estabilización rápida de los ácidos nucleicos, facilita su uso en 
estudios clínicos y su uso ha sido ampliamente validado  con un 
potencial futuro en el diagnóstico rápido
116-119
.   
 
Las muestras se procesaron para evitar sesgos de manera conjunta por 
la misma persona en 2 fases, la primera para la cohorte inicial y la 
segunda para la cohorte de validación.  
 
Utilidad de los perfiles de expresión genómica 
La identificación de los diferentes perfiles de expresión genómica del 
huésped frente a la infección, ha demostrado ofrecer nuevos 
marcadores no sólo diagnósticos sino también pronósticos y de 
gravedad de la enfermedad  en niños y adultos con shock séptico
117-120
. 
Estos estudios, de forma global muestran patrones que evidencian una 
sobreexpresión de los genes que codifican PRRs con una activación de 
las rutas de señalización no sólo de reconocimiento del patógeno sino 
también de la trascripción: NF-κB, MAPK y la proteína activadora de 
la transcripción (STAT)
120
. En uno de los estudios de perfiles de 
expresión genómica como herramientas de diagnóstico de infección en 
población pediátrica más ambiciosos y mejor diseñados, el Dr. Ramilo 
y sus colaboradores identificaron 137 genes que permiten discriminar 




entre niños con neumonías bacterianas y víricas, e incluso entre 
diferentes tipos de bacterias, con un 95% de especificidad
121
 (figura 
47), validando los resultados con PCR cuantitativa.  
 
Figura 47.  Perfiles de expresión genética en pacientes pediátricos 
con neumonía 
121
 (reproducida con permiso). Cada columna 
representa una muestra de un paciente y cada línea un gen. Se 
identificaron cuatro perfiles de expresión: controles sanos (negro) se 
distinguen fácilmente de los niños con infecciones agudas. Pacientes 
con infección grave por Influenza A (verde) que mostró un aumento 
de la expresión de genes de interferon-inducible, infecciones 
bacterianas por S.aureus (rojo) y S.pneumoniae (violeta), que 
mostraron sobreexpresión de genes asociados a los neutrófilos. Tres 
muestras del grupo de Influenza A y una del de S.aureus, presentaron 
un cuarto perfil (marcado con *) que combina elementos de los 
previos sugiriendo la posibilidad de una co-infección por patógenos 
víricos y bacterianos.   




Pese a su enorme potencial diagnóstico, hasta el momento no se 
habían realizado estudios de este tipo exclusivamente en neonatos 
prematuros de muy bajo peso. La inmadurez del sistema inmune de 
los RNMBP indudablemente influye en la respuesta transcriptómica a 
la infección, lo cual podría parcialmente explicar las diferencias 
observadas en la cohorte de prematuros con sepsis incluida en el 
presente estudio en comparación con las publicadas en adultos y niños 
más mayores
122
. Se han realizado estudios de perfiles de expresión 
genómica in vitro que evalúan la respuesta inmune tras la inyección de 
LPS en células mononucleares de cordón umbilical frente a sangre 
periférica de adultos. Se encontraron diferencias de expresión en más 
de 100 genes además de 5 genes que mostraron una interacción 
significativa entre el tipo celular y la estimulación con LPS
123
. Esto 
podría explicar las diferencias en clínica tan agresiva y fulminante de 
la sepsis por bacterias Gram negativas en neonatos respecto a 
pacientes adultos.  
 
Por todo esto, no debemos extrapolar los datos obtenidos en adultos y 
en los niños mayores a los RNMBP, ya que se trata de poblaciones 
con una respuesta inmune completamente distinta. 
 




Genes y rutas que distinguen sepsis de controles 
En este estudio se observan diferencias entre los perfiles de expresión 
genómica de RNMBP con sepsis comparados con controles no 
infectados
111
. Es más, hemos encontrado funciones moleculares y 
procesos biológicos con importantes diferencias de expresión entre los 
neonatos infectados por bacterias Gram positivas y los infectados por 
Gram negativos. La sobreexpresión de las vías del TNF condiciona 
una expresión diferencial de citoquinas 
44, 118, 124
, que ha demostrado 
tener un papel importante en la sepsis.  
 
Sin embargo, las diferencias en cuanto a las rutas inflamatorias 
parecen menos consistentes. Mientras algunos estudios, 
principalmente los realizados en población pediátrica, muestran una 
sobreexpresión precoz y transitoria de los mediadores pro-
inflamatorios o patrones mixtos con mediadores pro y 
antiinflamatorios
120, 125
, otros estudios evidencian un predominio de la 




En nuestro estudio los procesos biológicos más significativamente 
expresados en pacientes sépticos son los relacionados con la repuesta 
inmune innata y la respuesta inflamatoria y en cuanto a las funciones 




moleculares, el receptor de las células T y las citoquinas, de acuerdo 
con datos publicados en otras poblaciones
120, 122
. En estos estudios, 
recién nacidos a término con sepsis mostraron una menor expresión de 
receptor de las células B y de los genes relacionados con TREM y NF-
κB en comparación con lactantes y niños mayores con shock séptico. 
En nuestro trabajo, el receptor de las células T también se encontró 
infraexpresado, mientras que el NF-κB estaba sobreexpresado. Estas 
diferencias podrían explicarse parcialmente por la baja edad 
gestacional de nuestros pacientes, y por el hecho de que hemos 
comparado RNMBP con sepsis con RNMBP controles no infectados, 
mientras que los autores del estudio previo usaron para las 
comparaciones grupos de niños con distintas edades con shock 
séptico.   
 
Los genes con mayor valor predictivo y con una mayor significación 
desde un punto de vista estadístico y biológico fueron: MMP8, 
CD177, OLFM4, GSTM1, HP, LCN2, CEACAM1, GPR84, 
ANKRD22. Estos resultados están en consonancia con los hallazgos 
de Wynn en una cohorte de recién nacidos (a término y pretérmino) 
con sospecha de sepsis, que muestra entre los 10 genes más 




significativamente sobre-expresados 4 de los genes descritos en el 




MMP8: Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase) 
La familia de las metalopeptidasas de la matriz (MMP) está implicada 
en procesos de degradación de la matriz extracelular y 
remodelamiento de un importante número de tejidos, y se asocian a 
patologías  como la artritis o las metástasis. La mayor parte de las 
MMP son secretadas como proproteínas inactivas y son activadas al 
ser adheridas por proteinasas extracelulares. En el caso de la MMP8, 
también conocida como colagenasa-2, el enzima que codificado se 
almacena en gránulos en los neutrófilos y es activado por escisión 
autolítica. Se encarga de degradar los colágenos tipo I, II y III, α2 
macroglobulina, α1 inhibidor de la proteinasa, Clq, fibrinógeno y 
sustancia P 
126
, activando a los PMN para iniciar la respuesta 




Se ha demostrado que las MMP’s están reguladas al alza durante las 
infecciones, especialmente en aquellas causadas por gérmenes Gram 
negativos a través del estímulo de LPS y de las citoquinas 
proinflamatorias, que producen  un aumento en la expresión de 




MMP8, lo que confirma su importante papel en la patogénesis de la 
endotoxemia.  
 
La MMP8 fue uno de los genes con mayor sobreexpresión en los 
RNMBP con sepsis bacteriana. Estos datos están  concordancia con 
estudios previos, en niños con shock séptico
120, 125
, y en adultos con 
neumonía
128
. Es más, el uso de inhibidores de las MMP’s, tanto 
genéticos como farmacológicos, confiere protección contra el shock 
séptico in vitro y en modelos animales
129
, aumentando 
significativamente las tasas de  supervivencia
130
 y pudiendo constituir 
en un futuro cercano una relevante alternativa terapéutica.  
 
CD 177: CD177 molecule  
El gen más significativamente sobreexpresado en RNMBP con sepsis 
comparados con los controles fue el CD177, también conocido como 
HNA-2a y NB1. Se trata de una glicoproteína de superficie celular 
unida a  glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) que se expresa 
selectivamente en los neutrófilos. Fue descrita por primera vez en un 
caso de neutropenia neonatal aloinmune
131
. Posteriormente se ha 
identificado en otros trastornos hematológicos como trombopenias o 
enfermedades mieloproliferativas
132-135
. Su expresión se ha visto 




aumentada en individuos con infecciones bacterianas severas
136
; sin 
embargo, esta es la primera vez que se describe como biomarcador de 
sepsis neonatal. Aunque no se conoce su función exacta se ha 
identificado su unión a moléculas de adhesión celular como platelet 
endothelial cell adhesion molecule-1 (PEACAM-1), participando en la 
migración de neutrófilos con una función granulocito específica, 
contribuyendo con su sobreexpresión a  la activación de los 




OLFM4: Olfactomedin 4 
Este gen se clonó originariamente a partir de mieloblastos humanos y 
se expresa selectivamente en el epitelio del colon inflamado. La 
proteína que codifica es una glucoproteína de la matriz extracelular 
que facilita la adhesión celular. Su función exacta es desconocida. 
Algunos trabajos indican que actúa como factor antiapoptótico 
promoviendo el crecimiento tumoral
138
. Mientras que en otros estudios 
parece actuar como un importante regulador negativo de la actividad 
bactericida de los neutrófilos a nivel intestinal, regulando la respuesta 
inmune innata mediante la inhibición de la producción de citoquinas y 








GSTM1: Glutathione S-transferase mu 1 
Este gen codifica una glutatión S-transferasa que pertenece a la clase 
mu, que es una de las 8 isoformas de glutatión S-transferasa que se 
han descrito. Se encarga de la detoxificación de componentes 
electrofílicos como carcinógenos, fármacos, toxinas ambientales y 
productos de estrés oxidativo mediante la conjugación con Glutation. 
Variaciones genéticas en GSTM1 pueden condicionar 
susceptibilidades individuales a carcinógenos así como afectar la 
toxicidad o la eficacia de ciertos fármacos. Es más, mutaciones del 
GSTM1 que se traducen en ausencia de transcripción a ARN o de 
traducción a una proteína, se han relacionado con aumento de 




En estudios previos de nuestro grupo, hemos podido comprobar cómo 
en la transición fetal neonatal, especialmente si hay suplementación de 
oxígeno y  generación de un importante estrés oxidativo, se produce 
una activación de la Glutation-S-transferasa que facilita la reducción 
de GSSG a GSH 
141
. Por lo tanto, existe una capacidad de respuesta de 
los enzimas antioxidantes y en concreto de GSH-S-Tr frente a la 
agresión oxidativa. 




En el caso de infecciones, especialmente bacterianas, se generan 
especies reactivas (ROS y NOS) por parte de polimorfonucleares y 
macrófagos con liberación de peróxido de hidrógeno y ácido 
hipoclórico. En estas circunstancias pro-oxidantes se consumen 
importantes cantidades de GSH que se transforma en glutatión 
sulfonamida (GSA) 
142
. Hemos podido comprobar en nuestros 
estudios, que GSA se produce abundantemente en la neumonía 
asociada al respirador reflejando un aflujo de macrófagos al pulmón, 
que se evidencian en el análisis del fluido obtenido con el lavado 
broncoalveolar 
143
. Por lo tanto, nuestros hallazgos demuestran que la 
activación de las enzimas antioxidantes capaces de reducir el GSSG a 
GSH y establecer el estado redox intracelular son una respuesta precoz 
a la infección y podrían utilizarse como marcador de septicemia en el 
prematuro con sepsis.  
 
HP: Haptoglobin 
Este gen codifica una  pre-proteína, que se procesa para producir 
cadenas alfa y beta, que posteriormente se combinan como un 
tetrámero para producir haptoglobina. La haptoglobina es una proteína 
plasmática que se une a la hemoglobina libre en plasma y permite por 
una parte que los enzimas degradantes puedan acceder a ella, mientras 




que a la vez previene la pérdida de hierro a través del riñón 
protegiéndolo del daño de la hemoglobina. Este gen se ha relacionado 
con la nefropatía diabética cardiopatía isquémica en la diabetes tipo 1, 
enfermedad de Crohn, colangitis esclerosante primaria o enfermedad 
de Parkinson. Actúa como reactante de fase aguda y mediador de la 
respuesta inflamatoria, ya que induce la producción de IL6 jugando un 





LCN2: lipocalin 2 
También se conoce como NGAL: neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin. Los ligandos de la LCN2 son los sideróforos férricos 
bacterianos. En ausencia de hierro soluble, los microorganismos 
generan sideróforos, que constituyen los quelantes de hierro más 
fuertes que se conocen y permiten a las bacterias absorber el hierro 
que precisan para su crecimiento. La unión de los sideróforos a la 




La expresión de LCN2 es inducida por LPS y TNF-α a través de la vía 
del NF-κB tras el estímulo desencadenado por la producción de 
citoquinas proinflamatorias. Se almacena en gránulos específicos de 




los neutrófilos y es exocitada cuando éstos migran al lugar de la 
infección
146-147
. En modelos animales ha demostrado proteger frente a 




CEACAM1: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 
molecule 1 (biliary glycoprotein) 
Este gen codifica a un miembro de la familia del antígeno 
carcinoembrionario (CEA) que pertenece a la superfamilia de las 
immunoglobulinas. La proteína que traduce fue descrita 
originariamente en los conductos biliares como una glicoproteína 
biliar. Actúa como molécula de adhesión celular en leucocitos, 
epitelio y endotelio. Participa en la angiogénesis, apoptosis, supresión 
tumoral, metástasis y en la modulación de la respuesta inmune innata 
y adaptativa. La activación de las células T por parte de citoquinas 
como IL2, IL7 e IL15 genera una sobreexpresión de CEACAM1 que 
persiste varios días. Esta unión del CEACAM1 a las células T induce 
posteriormente una cascada que  conduce a la supresión de la 
producción y proliferación de células T por parte de las citoquinas
149
. 
Esta regulación al alza del CEACAM1 en las células T medido por 
citometría de flujo se ha confirmado en el shock séptico en niños y en 
una pequeña muestra de RNMBP con sepsis
150
. 




GPR84: G protein-coupled receptor 84 
Este gen codifica una superfamilia de 7 receptores transmembrana  
cuyas funciones y regulación no están bien establecidas. Su expresión 
parece inducirse por endotoxinas mediadas parcialmente por 




ANKRD22: ankyrin repeat domain 22 




Con el fin de trasladar nuestros resultados a la práctica clínica 
habitual, se generó un modelo predictivo utilizando un método 
estadístico supervisado conocido como regresión de mínimos 
cuadrados parciales con análisis discriminante (PLS-DA) que permite 
identificar las variables responsables de la discriminación entre las dos 
clases (sepsis y controles) y clasificar el estado de futuros pacientes a 
partir del análisis de muestras biológicas. El modelo obtenido presentó 
un bajo error de clasificación y un área bajo la curva ROC cercana al 
1, con un número de genes, 9, relativamente pequeño como para poder 
ser utilizado como kit diagnóstico en la práctica clínica.  





Hemos validado nuestros resultados utilizando 3 estrategias diferentes, 
coincidiendo las 3 aproximaciones en la consistencia de los mismos. 
Por una parte utilizamos el método de validación ideal utilizando una 
cohorte de pacientes independiente, con variables clínicas y 
demográficas similares a la cohorte inicial. Aplicando el modelo 
predictivo sobre esta cohorte, sólo en uno de los casos la clasificación 
fue dudosa, en el resto las muestras se agruparon perfectamente en su 
categoría. Por otra parte, en el estudio transcriptómico se utilizaron 
herramientas estadísticas muy restrictivas y estrategias como el FDR 
para corregir por las múltiples comparaciones. Finalmente, los genes 
del modelo predictivo con mayor significación estadística y funcional 
fueron validados por RT-PCR. 
 
Estudio diferencial según el germen causal de la sepsis 
Es más, los perfiles de expresión genómica han sido capaces de 
distinguir infecciones agudas causadas por virus, bacterias Gram 




Nuestros datos muestran que la respuesta inmune del huésped basada 
en los perfiles de expresión genómica es diferente entre niños 




infectados por bacterias Gram positivas y los infectados por bacterias 
Gram negativas; de acuerdo con los datos previamente publicados por 
Ramilo et al
121
, Feezor et al
152
 y Yu et al
153
. Al contrario que Tang et 
al
154
 que no encontraron diferencias significativas en adultos 
críticamente enfermos.  El único estudio en recién nacidos que hace 
referencia al origen de la sepsis es el recientemente publicado por 
Wynn 
113
, que encuentra diferencias en los perfiles de expresión 
genómica entre las sepsis precoces y las tardías. Hay que tener en 
cuenta que las sepsis precoces suelen ser de origen vertical, y por 
tanto producidas con más frecuencia por bacterias Gram negativos, y 
las tardías suelen ser nosocomiales producidas por bacterias Gram 
positivas. Sin embargo, los autores no mencionan en ningún momento 
los microorganismos causantes de las sepsis.  
 
No obstante, hay que tener precaución en la interpretación de estos 
datos dada la escasa muestra de niños con sepsis por Gram negativos, 
y siempre teniendo en cuenta que este es un hallazgo secundario y que 
el objetivo principal del trabajo, y por tanto el diseño del estudio, no 
estaba orientado a profundizar en las diferencias de los perfiles de 
expresión genómica según el germen causal de la sepsis. 
 




Estudio sepsis clínicas 
Como parte de los objetivos secundarios se analizaron las sepsis 
clínicas; es decir aquellas en las que no se aisló ningún germen en el 
hemocultivo. Tal y como supusimos en el diseño del estudio, no todas 
las sepsis clínicas se comportaron desde un punto de vista 
transcriptómico como las microbiológicas. De hecho, únicamente la 
mitad de ellas se agruparon con las sepsis en el modelo predictivo, 
mientras que el resto fueron mucho más similares a los controles. 
Estas diferencias también se han observado en otros estudios, que a 
pesar de encontrar genes comunes en sepsis clínicas y confirmadas 
microbiológicamente (como la MMP8), observaron diferencias hasta 




Aplicabilidad y relevancia 
Las septicemias y meningitis en el período neonatal y, especialmente, 
en el recién nacido prematuro, constituyen una de las causas de 
mortalidad y morbilidad más importantes en el momento actual. Es 
más, en las últimas décadas, apenas se han producido avances 
significativos en su diagnóstico y tratamiento.  La utilización de esta 
nueva metodología propuesta y que nunca anteriormente había sido 
aplicada en neonatología, nos permite  evaluar mejor la respuesta 




inmune de los recién nacidos ante una agresión infecciosa.  Utilizando 
los genes candidatos podríamos diseñar un test diagnóstico en un 
pequeño biochip, y así disponer de una herramienta 
extraordinariamente eficaz en el diagnóstico de la sepsis neonatal que 
diferenciara con mayor precisión aquellos neonatos infectados de los 
que no lo están con un tiempo de respuesta operativo. La consecuencia 
sería la utilización más precoz de combinaciones antibióticas más 
eficaces en aquellos pacientes infectados disminuyendo la morbilidad 
y mortalidad de los mismos. Asimismo, se evitaría el uso 
indiscriminado de antibióticos en aquellos pacientes que no estuviesen 
infectados evitando los efectos indeseables de los mismos  
(infecciones fúngicas; alteraciones de la microbiota) y el coste 
derivado de la realización de analíticas innecesarias y prolongación de 
la estancia hospitalaria.  
 
En definitiva, el presente estudio aporta información sobre la utilidad 
y la aplicabilidad de los perfiles de expresión genómica en el 
diagnóstico de la sepsis bacteriana en los RNMBP. A partir de un 
enfoque traslacional y dirigido exclusivamente a la sepsis en RNMBP, 
nuestro estudio confirma y amplía  los resultados obtenidos por otros 
grupos en pacientes adultos y pediátricos. Es más, la posibilidad de 




utilizar un biochip que nos permitiera distinguir el tipo de germen 
causal de la sepsis, sería de una gran trascendencia clínica, puesto que 
podríamos indicar antibióticos con un espectro más dirigido y con ello 
mejorar el pronóstico y reducir las resistencias antibióticas.  Esta 
aplicación de los resultados obtenidos precisa de más estudios para 
validar el uso clínico generalizado de los genes candidatos. Con todo 
esto, en un futuro esperemos que no muy lejano, podríamos  mejorar 









































1. Genome-wide expression profiles are described for the first time in 
very low birth weight infants with proven bacterial sepsis. Our results 
suggest that Genome-wide expression profiles could be used to early 
discriminate septic newborn infants from non-septic ones.  
 
2. We were able to reduce to 0.5 mL the whole blood volume needed 
for Genome-wide expression profiles rendering it more suitable for 
the newborn period. 
 
3. The most significant over-expressed genes in septic patients 
compared with controls were related to innate immune and 
inflammatory responses: MMP8, CD177, OLFM4, GSTM1, HP, 
LCN2, CEACAM1, GPR84, ANKRD22. Moreover, over-expressed 
TNF-α network included differentially expressed cytokines that play 
an important role in sepsis. 
 
4. We found that the host immune response assessed using gene 
expression patterns may be different in neonates infected with Gram 






5. Our study provides an initial insight to the applicability of Genome-
wide expression profiles for the diagnosis of bacterial sepsis in 
preterm infants using a translational approach. Specific candidate 






















1. En este estudio se describen, por primera vez, los perfiles de 
expresión genómica en recién nacidos de muy bajo peso con sepsis 
bacterianas. Nuestros resultados sugieren que los perfiles 
transcriptómicos se podrían utilizar como marcadores precoces que 
pudieran distinguir a los recién nacidos infectados de los que o lo 
están. 
 
2. Hemos sido capaces de reducir a 0,5 ml el volumen total de sangre 
necesario para obtener los perfiles de expresión genómica, 
haciéndolos más aptos para el uso en el periodo neonatal.  
 
3. Los genes que estuvieron más significativamente sobreexpresados 
en los pacientes con sepsis comparados con los controles estuvieron 
relacionados con las respuestas inmune innata e inflamatoria: MMP8, 
CD177, OLFM4, GSTM1, HP, LCN2, CEACAM1, GPR84, 
ANKRD22. Es más, la sobreexpresión de la ruta del TNF-α incluyó 
distintas citoquinas  que podrían jugar un importante papel en la 
sepsis. 
 
4. La respuesta inmune del huésped según los perfiles de expresión 





bacterias Gram positivas con respecto a los infectados por bacterias  
Gram negativas.  
 
5. Nuestro estudio proporciona una visión inicial de la aplicabilidad de 
los perfiles de expresión genómica en el diagnóstico de la sepsis 
bacteriana en los recién nacidos prematuros utilizando un abordaje 
traslacional. Los genes candidatos obtenidos podrían ser útiles para el 
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VIII. 2. LISTADO DE GENES SIGNIFICATIVOS QUE 








Matrix metallopeptidase 8 
(neutrophil collagenase) 
MMP8 2,08 x 10
-6 
7,34 
Olfactomedin 4 OLFM4 2,08 x 10
-5
 7,11 
CD177 molecule CD177 7,63 x 10
-6
 6,80 
Ankyrin repeat domain 22 ANKRD22 3,11 x 10
-6
 6,41 
CD177 molecule CD177 2,29 x 10
-6
 5,61 
G protein-coupled receptor 84 GPR84 2,81 x 10
-7
 5,13 




related cell adhesion molecule 1 
CEACAM1 2,03 x 10
-6
 3,79 
Lipocalin 2 LCN2 4,74 x 10
-5
 3,55 
Interleukin 1 receptor, type II IL1R2 4,31 x 10
-5
 3,40 
C-type lectin domain family 4, 
member D 
CLEC4D 2,10 x 10
-4
 3,39 
Matrix metallopeptidase 9 
(gelatinase B, 92kDa gelatinase) 
MMP9 4,84 x 10
-4
 3,38 
Transcobalamin I (vitamin B12 
binding protein) 
TCN1 2,19 x 10
-4
 3,32 






PFKFB2 1,70 x 10
-6
 3,10 
Glycogenin 1 GYG1 4,04 x 10
-5
 3,00 
SAM domain, SH3 domain and 
nuclear localization signals 1 
SAMSN1 1,34 x 10
-5
 2,86 
Complement component 3a 
receptor 1 
C3AR1 9,22 x 10
-5
 2,84 
BMX non-receptor tyrosine 
kinase 
BMX 5,17 x 10
-5
 2,63 
Solute carrier family 26, member 
8 
SLC26A8 2, 02 x 10
-4
 2,63 
Vanin 1 VNN1 7,67 x 10
-4
 2,62 
N-terminal EF-hand calcium 
binding protein 1 
NECAB1 2,70 x 10
-5
 2,60 













Resistin RETN 1,32 x 10
-5
 2,55 
C-type lectin domain family 5, 
member A 





UGCG 3,82 x 10
-5
 2,46 
Family with sequence similarity 
20, member A 




phosphatase interacting protein 2 





B3GNT5 5,47 x 10
-5
 2,40 
Chromosome 19 open reading 
frame 59 
C19orf59 1,75 x 10
-4
 2,39 
TRAF-interacting protein with 
forkhead-associated domain 






PFKFB3 1,13 x 10
-5
 2,33 
Egf-like module containing, 
mucin-like, hormone receptor-
like 1 
EMR1 5,02 x 10
-4
 2,31 
Fc fragment of IgA, receptor for FCAR 1,07 x 10
-4
 2,29 
Amphiregulin AREG 1,09 x 10
-4
 2,28 
Phospholipid scramblase 1 PLSCR1 4,80 x 10
-4
 2,25 
ATPase, class II, type 9A ATP9A 1,86 x 10
-4
 2,23 
Proteoglycan 3 pseudogene SLED1 2,85 x 10
-4
 2,22 




family) member 9 
DHRS9 7,84 x 10
-5
 2,18 
Peptidyl arginine deiminase, type 
IV 
PADI4 2,19 x 10
-4
 2,17 
TBC1 domain family, member 8 
(with GRAM domain) 




subfamily A, member 4 
MS4A4A 2,18 x 10
-4
 2,15 
Glutathione S-transferase mu 1 GSTM1 3,19 x 10
-4
 2,12 
Sortilin 1 SORT1 3,46 x 10
-4
 2,11 
Solute carrier family 1 (glial high 
affinity glutamate transport) 













Tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 3 
TNFAIP3 3,56 x 10
-4
 2,10 
BCL2-related protein A1 BCL2A1 3,85 x 10
-4
 2,10 
S100 calcium binding protein 
A12 
S100A12 3,44 x 10
-4
 2,09 
Suppressor of cytokine signaling 
3 
SOCS3 1,58 x 10
-6
 2,06 
Feline leukemia virus subgroup 
C cellular receptor family, 
member 2 





ENTPD7 6,66 x 10
-4
 2,06 
Tribbles homolog 1 (Drosophila) TRIB1 6,33 x 10
-6
 2,03 
NOP2/Sun domain family, 
member 7 
NSUN7 3,66 x 10
-4
 2,01 
Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A 1,33 x 10
-5
 1,99 




dependent, R type, alpha 1E 
subunit 
CACNA1E 6,90 x 10
-5
 1,98 
Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B 2,30 x 10
-5
 1,98 
Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B 2,30 x 10
-5
 1,98 





ALOX5AP 5,73 x 10
-4
 1,96 
Intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 3,82 x 10
-4
 1,94 
Potassium voltage-gated channel, 
Isk-related family, member 1 
KCNE1 1,52 x 10
-4
 1,94 
Protein S (alpha) PROS1 7,74 x 10
-5
 1,94 
Chromosome 6 open reading 
frame 150 
C6orf150 4,76 x 10
-4
 1,94 
V-ets erythroblastosis virus E26 
oncogene homolog 2 (avian) 
ETS2 2,07 x 10
-4
 1,93 
Flotillin 1 FLOT1 2,40 x 10
-6
 1,93 
Flotillin 1 FLOT1 2,40 x 10
-6
 1,93 
Flotillin 1 FLOT1 2,40 x 10
-6
 1,93 
FK506 binding protein 5 FKBP5 9,35 x 10
-5
 1,92 













CD63 molecule CD63 3,22 x 10
-5
 1,91 





LRG1 5,11 x 10
-4
 1,87 
Multiple C2 domains, 
transmembrane 
MCTP2 3,80 x 10
-4
 1,86 
B-cell CLL/lymphoma 3 BCL3 2,06 x 10
-6
 1,86 
Klotho KL 4,48 x 10
-5
 1,85 
Growth factor receptor-bound 
protein 10 
GRB10 7,63 x 10
-4
 1,85 
Sulfide quinone reductase-like  SQRDL 2,01 x 10
-5
 1,85 
RAB20, member RAS oncogene 
family 





IDI1 6,35 x 10
-5
 1,84 
Cytidine and dCMP deaminase 
domain containing 1 
CDADC1 5,92 x 10
-5
 1,83 
Solute carrier family 2 member 3 
(facilitated glucose transporter)  
SLC2A3 1,54 x 10
-5
 1,82 
Tudor domain containing 9 TDRD9 3,39 x 10
-4
 1,82 
Mitogen-activated protein kinase 
14 
MAPK14 8,18 x 10
-4
 1,81 








MTHFD2 1,22 x 10
-5
 1,81 
WD repeat and SOCS box-
containing 1 
WSB1 1,46 x 10
-4
 1,78 




activated receptor gamma 








Perilipin 3 PLIN3 2,51 x 10
-6
 1,76 








UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- 
galactosyltransferase, 
polypeptide 













Jun B proto-oncogene JUNB 1,10 x 10
-5
 1,75 
















Uridine phosphorylase 1 UPP1 2,56 x 10
-5
 1,73 
Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cel 
NFKBIA 4,27 x 10
-4
 1,73 
Cytoskeleton-associated protein 4 CKAP4 3,44 x 10
-4
 1,72 
Methyltransferase like 7B METTL7B 1,98 x 10
-6
 1,72 
Lactate dehydrogenase A LDHA 6,39 x 10
-6
 1,71 
Formin 1 FMN1 2,75 x 10
-4
 1,70 
ADAM metallopeptidase domain 
9 








Torsin family 1, member B 
(torsin B) 





CEBPB 7,13 x 10
-4
 1,69 
Amphiregulin AREG 3,17 x 10
-4
 1,69 
Guanine nucleotide binding 
protein (G protein), alpha 15 
GNA15 8,03 x 10
-6
 1,68 
Hypoxia inducible factor 1, alpha 
subunit (basic helix-loop-helix) 
HIF1A 3,09 x 10
-5
 1,67 
Major vault protein MVP 1,54 x 10
-6
 1,65 
Protein phosphatase 1, 
regulatory (inhibitor) subunit 3B 




transmembrane protein 1 
KREMEN1 7,70 x 10
-4
 1,65 
Teashirt zinc finger homeobox 3 TSHZ3 7,01 x 10
-4
 1,64 













Sprouty-related, EVH1 domain 
containing 2 













Strawberry notch homolog 2 
(Drosophila) 






MTHFD2 1,15 x 10
-5
 1,62 




Neuritin 1 NRN1 9,48 x 10
-5
 1,61 
Adrenomedullin ADM 8,17 x 10
-4
 1,60 
Lamin B1 LMNB1 2,63 x 10
-4
 1,60 




protein kinase C substrate 
MARCKS 6,49 x 10
-4
 1,59 
Tctex1 domain containing 1 TCTEX1D1 5,89 x 10
-4
 1,58 
Exoribonuclease 1 ERI1 6,49 x 10
-4
 1,58 
GRAM domain containing 1A GRAMD1A 4,27 x 10
-4
 1,58 
Solute carrier family 2 
(facilitated glucose transporter), 
memb 
SLC2A14 1,21 x 10
-5
 1,56 
PR domain containing 5 PRDM5 2,09 x 10
-4
 1,56 
SH3 and PX domains 2B SH3PXD2B 3,49 x 10
-4
 1,56 
Endothelial PAS domain protein 
1 
EPAS1 1,30 x 10
-4
 1,55 
Glutamate receptor, ionotropic, 
N-methyl D-aspartate-associated 
GRINA 4,70 x 10
-4
 1,55 
Galactosidase, alpha GLA 6,98 x 10
-5
 1,55 
Yip1 domain family, member 1 YIPF1 7,16 x 10
-5
 1,54 
Basic leucine zipper 
transcription factor, ATF-like 
BATF 1,28 x 10
-7
 1,54 
Transmembrane emp24 protein 
transport domain containing 8 
TMED8 6,21 x 10
-5
 1,53 
Ras homolog gene family, 
member U 
RHOU 2,14 x 10
-4
 1,53 
DCN1, defective in cullin 
neddylation 1, domain containing 
3 
DCUN1D3 1,09 x 10
-4
 1,52 
Engulfment and cell motility 2 ELMO2 4,91 x 10
-4
 1,52 













Immediate early response 3 IER3 3,18 x 10
-4
 1,52 
Immediate early response 3 IER3 3,18 x 10
-4
 1,52 
Complement component 1, q 
subcomponent, C chain 
C1QC 3,77 x 10
-4
 1,52 
Low density lipoprotein receptor LDLR 6,67 x 10
-5
 1,51 
Centrosomal protein 55kDa CEP55 2,07 x 10
-4
 1,50 
Phospholipase C, eta 1 PLCH1 1,79 x 10
-4
 1,50 
Chromosome 16 open reading 
frame 7 
C16orf7 7,48 x 10
-4
 1,49 
Family with sequence similarity 
89, member A 
FAM89A 2,12 x 10
-4
 1,49 
Antizyme inhibitor 1 AZIN1 5,26 x 10
-4
 1,48 
G0/G1switch 2 G0S2 5,98 x 10
-4
 1,48 
Signal transducer and activator 
of transcription 3 
STAT3 4,72 x 10
-6
 1,48 
Dual specificity phosphatase 3 DUSP3 6,86 x 10
-4
 1,48 
AT rich interactive domain 5A 
(MRF1-like) 









Chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 2,31 x 10
-4
 1,47 
Mucin 1, cell surface associated MUC1 2,12 x 10
-4
 1,47 
Janus kinase 3 JAK3 2,27 x 10
-4
 1,46 
Transient receptor potential 
cation channel, subfamily M, 
member  2 
















Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-
cel 
NFKBIZ 1,65 x 10
-4
 1,44 
Growth arrest and DNA-
damage-inducible, beta 
GADD45B 5,04 x 10
-5
 1,44 




receptor interacting protein 













Lemur tyrosine kinase 2 LMTK2 6,86 x 10
-4
 1,43 
Neurotensin receptor 1 (high 
affinity) 
NTSR1 3,01 x 10
-5
 1,42 
Colony stimulating factor 1 
(macrophage) 
CSF1 2,70 x 10
-4
 1,42 
Tumor protein p53 inducible 
protein 11 
TP53I11 6,44 x 10
-4
 1,42 
Protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type 1 








SH3-domain binding protein 5 
(BTK-associated) 
SH3BP5 1,24 x 10
-4
 1,41 
Eukaryotic translation initiation 
factor 4 gamma, 3 
EIF4G3 7,49 x 10
-4
 1,41 
Oncostatin M OSM 1,39 x 10
-4
 1,41 





CSRNP1 1,62 x 10
-4
 1,40 
Glucokinase (hexokinase 4) 
regulator 





GTDC1 6,87 x 10
-4
 1,40 
Tumor necrosis factor TNF 3,87 x 10
-4
 1,40 
Tumor necrosis factor TNF 3,87 x 10
-4
 1,40 





OSCAR 3,88 x 10
-4
 1,39 
Zinc finger, DHHC-type 
containing 19 
ZDHHC19 4,87 x 10
-4
 1,39 
Ral guanine nucleotide 
dissociation stimulator-like 1 
RGL1 2,37 x 10
-4
 1,38 
Chromosome 17 open reading 
frame 62 
C17orf62 2,35 x 10
-4
 1,38 
NM_177401 // MIDN // midnolin MIDN 5,93 x 10
-4
 1,38 
Complement component 1, q 
subcomponent, B chain 
C1QB 7,79 x 10
-4
 1,38 
Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase 8 
MAP3K8 2,46 x 10
-4
 1,38 














release factor 1-like 
MTRF1L 2,73 x 10
-4
 1,36 
Chromosome 13 open reading 
frame 31 































Chromosome 7 open reading 
frame 16 
C7orf16 2,11 x 10
-4
 1,32 
Triosephosphate isomerase 1 TPI1 3,09 x 10
-4
 1,31 
Dual specificity phosphatase 5 DUSP5 2,34 x 10
-4
 1,31 
Torsin family 1, member A 
(torsin A) 
TOR1A 4,12 x 10
-4
 1,30 
Proline rich 11 PRR11 7,39 x 10
-4
 1,30 
Metallothionein 1 pseudogene 3 MT1P3 1,00 x 10
-4
 1,30 
Protein phosphatase 1, 
regulatory (inhibitor) subunit 
14B 
PPP1R14B 5,90 x 10
-4
 1,30 
Chromosome 17 open reading 
frame 53 





HBEGF 2,40 x 10
-4
 1,29 
CD55 molecule, decay 
accelerating factor for 
complement 
CD55 1,05 x 10
-4
 1,28 
Poliovirus receptor-related 2 
(herpesvirus entry mediator B) 




(heparan glucosaminyl) 2 
NDST2 6,06 x 10
-4
 1,28 
Exonuclease 1 EXO1 2,52 x 10
-4
 1,28 
Complement component 2 C2 2,72 x 10
-4
 1,28 
Complement component 2 C2 2,72 x 10
-4
 1,28 













Replication protein A4, 30kDa RPA4 1,58 x 10
-5
 1,27 
RAP2C, member of RAS 
oncogene family 
RAP2C 7,06 x 10
-4
 1,27 
Valosin containing protein 
(p97)/p47 complex interacting 
protein 
VCPIP1 5,41 x 10
-4
 1,27 
Jumonji domain containing 6 JMJD6 2,48 x 10
-4
 1,26 
Histone cluster 1, H2bi HIST1H2BI 4,86 x 10
-4
 1,26 
Cell division cycle associated 8 CDCA8 2,80 x 10
-4
 1,25 
LIM domain only 2 (rhombotin-
like 1) 
LMO2 5,45 x 10
-5
 1,25 















Mitochondrial ribosomal protein 
L28 
MRPL28 6,78 x 10
-4
 1,25 
DnaJ (Hsp40) homolog, 
subfamily C, member 5 
DNAJC5 5,16 x 10
-4
 1,25 
WW domain binding protein 5 WBP5 5,08 x 10
-4
 1,24 
Serum response factor (c-fos 
serum response element-binding) 
SRF 2,64 x 10
-5
 1,24 
CTD (carboxy-terminal domain, 
RNA polymerase II, polypeptide 
A) 








MAD2 mitotic arrest deficient-
like 2 (yeast) 










MAP1B 4,67 x 10
-5
 1,23 
Activin A receptor type II-like 1 ACVRL1 3,72 x 10
-4
 1,23 













Triosephosphate isomerase 1 
pseudogene 2 


































Cholinergic receptor, nicotinic, 
alpha 5 
CHRNA5 9,59 x 10
-6
 1,20 
G protein-coupled receptor 85 GPR85 1,50 x 10
-4
 1,20 
TNFAIP3 interacting protein 2 TNIP2 6,32 x 10
-4
 1,20 








Chromosome 1 open reading 
frame 61 








Olfactory receptor, family 52, 
subfamily N, member 5 
OR52N5 4,02 x 10
-4
 1,17 
Aldehyde dehydrogenase 1 
family, member L2 
ALDH1L2 3,27 x 10
-4
 1,17 
Coiled-coil domain containing 9 CCDC9 5,10 x 10
-4
 1,17 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 
11 
CXCL11 4,46 x 10
-5
 1,17 
ATPase, H+ transporting, 
lysosomal 9kDa, V0 subunit e1 
































Cholinergic receptor, nicotinic, 
epsilon 
CHRNE 5,42 x 10
-4
 1,15 





CLASRP 3,56 x 10
-4
 1,15 
Family with sequence similarity 
115, member A 


















Cytochrome P450, family 27, 
subfamily C, polypeptide 1 
CYP27C1 6,39 x 10
-4
 1,15 






















specific protein 65kDa 








Chromosome 12 open reading 
frame 37 
C12orf37 6,41 x 10
-4
 1,13 
Coiled-coil domain containing 
129 


















Olfactory receptor, family 6, 
subfamily C, member 6 
OR6C6 5,54 x 10
-4
 1,13 
Solute carrier family 6 (amino 
acid transporter), member 14 
SLC6A14 1,30 x 10
-4
 1,13 
Olfactory receptor, family 5, 
subfamily D, member 14 
OR5D14 5,66 x 10
-4
 1,12 
Angiotensin I converting enzyme 
(peptidyl-dipeptidase A) 2 








Leber congenital amaurosis 5-
like 
LCA5L 1,40 x 10
-4
 1,12 
Solute carrier family 15, member 
5 
SLC15A5 1,15 x 10
-5
 1,12 
Chromosome 1 open reading 
frame 137 












































Zinc finger protein 679 ZNF679 4,44 x 10
-4
 1,11 
Chromosome 16 open reading 
frame 78 
































synthetase domain containing 
MTHFSD 6,39 x 10
-4
 -1,11 





MGMT 2,46 x 10
-5
 -1,15 
Molybdenum cofactor synthesis 3 MOCS3 2,26 x 10
-4
 -1,155 
Ribosome binding factor A 
(putative) 
RBFA 4,00 x 10
-4
 -1,16 
Trypsin domain containing 1 TYSND1 4,45 x 10
-4
 -1,17 




binding, domain containing 4 
LYSMD4 5,81 x 10
-4
 -1,17 
Retinoic acid receptor, gamma RARG 2,17 x 10
-4
 -1,17 
Chibby homolog 1 (Drosophila) CBY1 5,07 x 10
-4
 -1,18 




protein 2 (synaptobrevin 2) 
VAMP2 1,86 x 10
-4
 -1,18 
BAI1-associated protein 3 BAIAP3 2,26 x 10
-4
 -1,18 
Translocase of outer 
mitochondrial membrane 7 
homolog (yeast) 
TOMM7 3,82 x 10
-4
 -1,19 
Ribosomal protein L19 RPL19 3,16 x 10
-4
 -1,19 
Peptidylprolyl isomerase A 
(cyclophilin A) pseudogene 














decarboxylase domain containing 
2 
PDXDC2P 4,84 x 10
-4
 -1,19 
Small nuclear ribonucleoprotein 







decarboxylase domain containing 
2 
PDXDC2P 6,06 x 10
-4
 -1,19 
Chromosome 4 open reading 
frame 39 




complex component 3 associated 
protein 
MCM3AP 2,48 x 10
-4
 -1,19 
SWI/SNF related, matrix 
associated, actin dependent 
regulator 
SMARCC2 7,15 x 10
-4
 -1,19 
Component of oligomeric golgi 
complex 1 
COG1 6,09 x 10
-4
 -1,19 




decarboxylase domain containing 
2 








Polycystic kidney disease 1 
(autosomal dominant) 
pseudogene 1 
PKD1P1 1,37 x 10
-4
 -1,20 
Tectonic family member 1 TCTN1 7,73 x 10
-4
 -1,21 
B-cell translocation gene 1, anti-
proliferative 
BTG1 3,88 x 10
-4
 -1,21 








Hypothetical LOC93622 LOC93622 5,07 x 10
-4
 -1,21 
ADP-ribosylation factor-like 5A ARL5A 1,97 x 10
-4
 -1,21 
RAB39B, member RAS oncogene 
family 
RAB39B 5,60 x 10
-4
 -1,21 
COX11 cytochrome c oxidase 
assembly homolog (yeast) 
COX11 7,11 x 10
-4
 -1,22 
Protein O-linked mannose 
beta1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase 













Stathmin-like 3 STMN3 1,07 x 10
-4
 -1,23 
MyoD family inhibitor domain 
containing 
MDFIC 8,89 x 10
-5
 -1,23 
BTB (POZ) domain containing 6 BTBD6 5,73 x 10
-5
 -1,23 
SEC31 homolog A (S. cerevisiae) SEC31A 7,37 x 10
-4
 -1,23 
FLJ41327 protein FLJ41327 2,56 x 10
-5
 -1,23 
Relaxin 1 RLN1 1,11 x 10
-4
 -1,23 
Family with sequence similarity 
43, member A 
FAM43A 2,25 x 10
-4
 -1,24 
Ras association (RalGDS/AF-6) 
domain family member 1 
RASSF1 6,10 x 10
-4
 -1,24 








Mitochondrial ribosomal protein 
S7 
MRPS7 3,75 x 10
-4
 -1,24 








Chromosome 7 open reading 
frame 70 
C7orf70 7,96 x 10
-4
 -1,25 
Plexin A3 PLXNA3 5,77 x 10
-4
 -1,25 
EPH receptor B6 EPHB6 2,68 x 10
-5
 -1,25 








Lysophosphatidic acid receptor 5 LPAR5 4,87 x 10
-4
 -1,26 
Interleukin 16 (lymphocyte 
chemoattractant factor) 
IL16 6,10 x 10
-4
 -1,26 
Chromosome 14 open reading 
frame 182 
C14orf182 7,39 x 10
-4
 -1,26 
F-box protein 25 FBXO25 4,05 x 10
-4
 -1,27 
Tetratricopeptide repeat domain 
9 
TTC9 7,25 x 10
-4
 -1,27 
Nucleolar protein family 6 (RNA-
associated) 
NOL6 7,60 x 10
-4
 -1,27 
Small EDRK-rich factor 1A 
(telomeric) 
SERF1A 5,07 x 10
-4
 -1,27 
Small EDRK-rich factor 1A 
(telomeric) 













Small EDRK-rich factor 1A 
(telomeric) 
SERF1A 5,07 x 10
-4
 -1,27 
General transcription factor IIH, 
polypeptide 4, 52kDa 
GTF2H4 4,24 x 10
-5
 -1,27 
WD repeat domain 27 WDR27 7,24 x 10
-4
 -1,27 
Family with sequence similarity 
113, member A 
FAM113A 2,29 x 10
-4
 -1,27 
Poly(A) binding protein 
interacting protein 2B 




transmembrane protein 2 













Guanine nucleotide binding 
protein (G protein), gamma 7 
GNG7 2,56 x 10
-4
 -1,29 
Zinc finger protein 64 homolog 
(mouse) 
ZFP64 5,89 x 10
-4
 -1,29 
Chromosome 16 open reading 
frame 74 
C16orf74 7,90 x 10
-5
 -1,29 
Chromosome 3 open reading 
frame 57 
C3orf57 6,35 x 10
-5
 -1,29 
Ribosomal protein S25 RPS25 4,98 x 10
-4
 -1,30 
Polycystic kidney disease 1 
(autosomal dominant) 
pseudogene 1 
PKD1P1 1,97 x 10
-5
 -1,30 
Polycystic kidney disease 1 
(autosomal dominant) 
pseudogene 1 
PKD1P1 3,76 x 10
-5
 -1,30 
Coenzyme Q10 homolog A (S. 
cerevisiae) 
COQ10A 6,63 x 10
-4
 -1,30 
Nuclear pore complex interacting 
protein 





PRMT7 6,89 x 10
-4
 -1,30 
Granzyme M (lymphocyte met-
ase 1) 
GZMM 3,38 x 10
-4
 -1,30 
Olfactomedin 2 OLFM2 4,75 x 10
-4
 -1,30 
Nuclear pore complex interacting 
protein 
NPIP 5,90 x 10
-6
 -1,31 





















StAR-related lipid transfer 
(START) domain containing 9 
STARD9 7,42 x 10
-4
 -1,311 
ALS2 C-terminal like ALS2CL 1,31 x 10
-4
 -1,32 
Polycystic kidney disease 1 
pseudogene 1 
PKD1P1 6,17 x 10
-5
 -1,32 
Eukaryotic translation initiation 
factor 3, subunit H 
EIF3H 5,06 x 10
-4
 -1,32 


















Class II, major 
histocompatibility complex, 
transactivator 
CIITA 4,99 x 10
-4
 -1,333 
Tripartite motif-containing 32 TRIM32 6,79 x 10
-4
 -1,33 
Nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic, calcineurin-de 
NFATC3 4,48 x 10
-4
 -1,33 
Hypothetical FLJ38379 FLJ38379 6,15 x 10
-4
 -1,33 
Ribosomal protein L18a RPL18A 1,23 x 10
-4
 -1,33 
EPH receptor A1 EPHA1 5,87 x 10
-5
 -1,33 




complex, class II, DQ alpha 2 
HLA-DQA2 5,04 x 10
-4
 -1,34 
RGD motif, leucine rich repeats, 
tropomodulin domain  
RLTPR 1,28 x 10
-4
 -1,34 
Phospholipase D family, member 
4 




domain containing 2A 
FAHD2A 1,00 x 10
-4
 -1,34 
Ribosomal protein L17 RPL17 5,18 x 10
-4
 -1,35 
Intermediate filament family 
orphan 2 
IFFO2 1,41 x 10
-5
 -1,35 




isomerase homolog (S. cerevisiae) 

















complex, class II, DQ alpha 2 








F-box and WD repeat domain 
containing 8 
FBXW8 1,82 x 10
-4
 -1,35 
Ribosomal protein S18 
pseudogene 9 
RPS18P9 2,83 x 10
-4
 -1,35 
Ribosomal protein L18a RPL18A 7,75 x 10
-4
 -1,36 
Zinc finger family member 767 ZNF767 6,47 x 10
-4
 -1,36 
















Zinc finger protein 37B, 
pseudogene 








RNA binding motif protein 14 RBM14 5,68 x 10
-4
 -1,39 
Syntaxin binding protein 4 STXBP4 6,37 x 10
-4
 -1,39 
Chromosome 7 open reading 
frame 58 
C7orf58 1,82 x 10
-4
 -1,39 
Rho/Rac guanine nucleotide 
exchange factor (GEF) 18 








Myosin phosphatase Rho 
interacting protein 
MPRIP 4,65 x 10
-5
 -1,39 
ADAM metallopeptidase with 






Ribosomal protein L39 RPL39 3,07 x 10
-4
 -1,39 
NOP2/Sun domain family, 
member 5 pseudogene 2 
NSUN5P2 2,27 x 10
-4
 -1,40 
Chromosome 10 open reading 
frame 88 
C10orf88 5,25 x 10
-4
 -1,40 
Ribosomal protein S10 RPS10 3,25 x 10
-4
 -1,40 
Small nucleolar RNA, C/D box 
105 


















Runt-related transcription factor 
2 
RUNX2 4,00 x 10
-4
 -1,40 








Ribosomal protein S8 RPS8 6,67 x 10
-4
 -1,42 
Junction plakoglobin JUP 7,00 x 10
-4
 -1,42 
Polycystic kidney disease 1 
(autosomal dominant) 
PKD1 6,11 x 10
-5
 -1,42 
Patched 1 PTCH1 1,63 x 10
-4
 -1,42 
Histone deacetylase 9 HDAC9 5,31 x 10
-4
 -1,42 
Ligatin LGTN 3,84 x 10
-4
 -1,42 
Tet oncogene 1 TET1 9,02 x 10
-5
 -1,42 
NLR family, CARD domain 
containing 3 













Glucuronidase beta pseudogene 3 GUSBP3 7,45 x 10
-4
 -1,44 
G protein-coupled receptor 114 GPR114 4,02 x 10
-4
 -1,44 
Integrin alpha FG-GAP repeat 
containing 2 
ITFG2 7,22 x 10
-4
 -1,44 













Glucuronidase, beta pseudogene 
1 
GUSBP1 4,98 x 10
-4
 -1,45 
Glucuronidase, beta pseudogene SMA5 6,13 x 10
-4
 -1,45 
RNA binding motif protein 14 RBM14 4,68 x 10
-4
 -1,45 
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 5,75 x 10
-4
 -1,45 








Yippee-like 1 (Drosophila) YPEL1 8,37 x 10
-6
 -1,46 
Inhibitor of DNA binding 3, 
dominant negative helix-loop-
helix 
ID3 5,09 x 10
-5
 -1,46 













Progestin and adipoQ receptor 
family member VIII 
PAQR8 1,01 x 10
-4
 -1,46 
Glucuronidase beta pseudogene 3 GUSBP3 6,92 x 10
-4
 -1,46 





ITPKB 3,22 x 10
-4
 -1,46 
Galactose-3-O-sulfotransferase 4 GAL3ST4 3,98 x 10
-5
 -1,47 
NOP2/Sun domain family, 
member 5 pseudogene 2 
NSUN5P2 1,74 x 10
-4
 -1,47 
Chromosome 2 open reading 
frame 89 
C2orf89 7,45 x 10
-4
 -1,47 
Single immunoglobulin and toll-
interleukin 1 receptor (TIR) d 
SIGIRR 1,24 x 10
-4
 -1,47 
Neurocalcin delta NCALD 3,66 x 10
-5
 -1,48 
Fc fragment of IgE, low affinity 
II, receptor for (CD23) 
FCER2 2,47 x 10
-4
 -1,48 








Ribosomal protein L34 RPL34 1,22 x 10
-4
 -1,48 
Eomesodermin EOMES 7,08 x 10
-6
 -1,49 
Purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 8 
P2RY8 3,84 x 10
-4
 -1,49 
Purinergic receptor P2Y, G-
protein coupled, 8 
P2RY8 3,84 x 10
-4
 -1,49 
Nuclear pore complex interacting 
protein 
NPIP 7,62 x 10
-6
 -1,49 
Tetratricopeptide repeat domain 
21B 
TTC21B 7,82 x 10
-4
 -1,50 
Amino-terminal enhancer of split AES 3,27 x 10
-4
 -1,50 


















Chromosome 11 open reading 
frame 61 
C11orf61 9,63 x 10
-6
 -1,51 
Transmembrane protein 135 TMEM135 3,53 x 10
-4
 -1,52 
Small Cajal body-specific RNA 
17 













Family with sequence similarity 
159, member A 













B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc 
finger protein) 
BCL11A 6,01 x 10
-4
 -1,57 




promoting protein family 
member 3 













SET and MYND domain 
containing 2 





FLJ44606 1,90 x 10
-4
 -1,62 
Cell division cycle 25 homolog B 
(S. pombe) 
CDC25B 5,12 x 10
-4
 -1,62 
Nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic 
NFATC2 5,78 x 10
-4
 -1,63 
RUN domain containing 2C RUNDC2C 1,86 x 10
-4
 -1,63 
Cytotoxic and regulatory T cell 
molecule 
CRTAM 1,79 x 10
-4
 -1,64 
Zeta-chain (TCR) associated 
protein kinase 70kDa 




protein 2, 62kDa 




complex, class II, DM beta 
HLA-DMB 7,06 x 10
-4
 -1,65 
Fibroblast growth factor binding 
protein 2 
FGFBP2 4,62 x 10
-4
 -1,65 
Septin 1 SEPT1 7,37 x 10
-4
 -1,66 








Transmembrane protein 204 TMEM204 3,77 x 10
-4
 -1,70 
B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc 
finger protein) 
BCL11B 2,66 x 10
-4
 -1,70 
Solute carrier family 7 (cationic 
amino acid transporter, y+ sys 













Family with sequence similarity 
117, member B 
FAM117B 2,69 x 10
-4
 -1,72 






RUN domain containing 2C RUNDC2C 2,37 x 10
-4
 -1,72 
Fc receptor-like 6 FCRL6 2,30 x 10
-4
 -1,73 





GRAPL 6,31 x 10
-4
 -1,74 
T cell receptor alpha joining 17 TRAJ17 1,42 x 10
-4
 -1,77 
Noggin NOG 3,78 x 10
-5
 -1,77 
CD160 molecule CD160 4,88 x 10
-5
 -1,80 
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily D, member 1 
KLRD1 5,53 x 10
-4
 -1,80 
TBC1 domain family, member 9  TBC1D9 1,19 x 10
-4
 -1,81 
ATP-binding cassette, sub-family 
D (ALD), member 2 
ABCD2 7,17 x 10
-4
 -1,84 
CD1c molecule CD1C 2,25 x 10
-4
 -1,85 
KIAA0748 KIAA0748 5,00 x 10
-4
 -1,85 
Lymphocyte antigen 9 LY9 9,28 x 10
-5
 -1,89 
Prostaglandin D2 receptor (DP) PTGDR 1,27 x 10
-4
 -1,91 
Oxysterol binding protein-like 10 OSBPL10 5,53 x 10
-4
 -1,921 
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily B, member 1 
KLRB1 2,01 x 10
-4
 -1,93 
CD3e molecule, epsilon (CD3-
TCR complex) 
CD3E 7,83 x 10
-4
 -1,96 
GRB2-related adaptor protein GRAP 4,46 x 10
-5
 -1,96 

















complex, class II, DQ alpha 1 




complex, class II, DQ alpha 1 
HLA-DQA1 6,22 x 10
-4
 -2,16 
Sterile alpha motif domain 
containing 3 













CD40 ligand CD40LG 6,90 x 10
-5
 -2,21 
Adenylate kinase 5 AK5 1,14 x 10
-4
 -2,27 
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily G, member 1 
KLRG1 4,79 x 10
-4
 -2,28 
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily F, member 1 
KLRF1 3,40 x 10
-4
 -2,29 













Granzyme K (granzyme 3; 
tryptase II) 
GZMK 2,86 x 10
-4
 -2,39 
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily K, member 1 
KLRK1 5,87 x 10
-4
 -2,50 
Leucine rich repeat neuronal 3 LRRN3 1,19 x 10
-4
 -2,87 
 
 
